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Resumen

El epitelio intestinal desempefia dos funciones cruciales: actia como barrera previniendo la
entrada al organismo de sustancias nocivas Yy, a su vez, es el responsable de la absorcion de
nutrientes, agua y electrolitos del lumen intestinal. Alteraciones en la funcionalidad de este
tejido pueden llevar al desarrollo de varios desordenes, procesos inflamatorios, infecciones o
cancer. Por lo tanto, es fundamental contar con modelos apropiados que permitan estudiar los
mecanismos involucrados en las diferentes patologias y avanzar en el desarrollo de nuevas
terapias y drogas.

Los modelos de cultivo celular tradicionales, en los que se emplean células cultivadas en
monocapas, ofrecen un sistema de evaluacidén simple, rapido, econdmico, reproducible y
contribuyen a reducir el empleo de animales. Sin embargo, al ser sistemas en dos
dimensiones, carecen de la capacidad de recrear las interacciones celulares que tienen lugar
en un tejido in vivo, lo que limita su poder predictivo.

El objetivo general de este proyecto consistio en generar y caracterizar modelos reporteros in
vitro del epitelio intestinal empleando sistemas de cultivo en tres dimensiones, con el fin de
contar con modelos cuya complejidad se asemeje mas a los sistemas vivos. Para ello se
establecid un protocolo de cultivo en 3D de la linea celular reportera HT-29-NF-xB-hrGFP y
se compar0 la capacidad de respuesta de los esferoides generados con la de un cultivo en
monocapa (2D).

Como otra alternativa 3D, se planted el uso de células madre pluripotentes inducidas para su
posterior diferenciacion a organoides intestinales. En esta parte del trabajo se obtuvieron y
caracterizaron células madres pluripotentes inducidas (iPSC) a partir de fibroblastos murinos
de un modelo transgénico reportero para la actividad del factor de transcripcion Nuclear
Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB). Los clones obtenidos fueron
caracterizados por medio de la evaluacion de la expresion de marcadores de pluripotencia y la
generacion de cuerpos embrionarios.

Los resultados obtenidos demostraron una diferencia en la capacidad de respuesta de la linea
celular reportera obteniendose una menor sensibilidad a un estimulo pro inflamatorio en los
esferoides comparado con su contraparte en monocapa. Por otra parte, fue posible obtener
IPSC, las cuales expresaron los marcadores de pluripotencia (Nanog, Oct-3/4, Sox2 y SSEA-
1) y fueron capaces de generar cuerpos embrionarios. En cuanto a la funcion reportera, sin
embargo, no fue posible detectar una respuesta de activacion del NF-xB frente a un estimulo
pro inflamatorio en iPSC, aunque si en cuerpos embrionarios, lo que sugiere que este factor
se encontraria inactivo en los estadios mé&s indiferenciados.
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Abreviaturas

(v/v): volumen/volumen

(p/v): peso/volumenADN: Acido Desoxirribonucleico
ADNCc: ADN copia

ARN: Acido Ribonucleico

ARNmM: ARN mensajero

BSA: del inglés, Bovine Serum Albumin

c-Myec: del inglés, Cellular Myc

CE: Cuerpos Embrionarios

CF: Citometria de Flujo

DMEM: del inglés, Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO: Dimetilsulfoxido

EC50: del inglés, Effective Concentration 50

EDTA: acido Etilendiamino Tetraacético

FSC: del inglés, Forward-Scattered light

GFP: del inglés, Green Fluorescent Protein

GFP*: GFP positiva ()

IF: Imnuofluorescencia

IP: loduro de Propidio

iPSC: del inglés, induced Pluripotent Stem Cell

KIf4: del inglés, Kruppel-like factor 4

KOSR: del ingles, Knock Out Serum Replacement

LIF: del inglés, Leukemya Inhibiting Factor

MAF: del inglés, Mouse Adult Fibroblast

MEF: del inglés, Mouse Embyonic Fibroblast

mESC: del ingles, Mouse Embryonic Stem Cell

NF-kB: del inglés, Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
Oct-3/4:del inglés, octamer-binding transcription factor 3/4
PCR: del inglés, Polymerase Chain Reaction

P/E: Penicilina/Estreptomicina



PFA: Paraformaldehido

Sox2: del inglés, sex determining region Y-box 2
SSC: del inglés, Side-Scattered light

SFB: Suero fetal bovino

TNF-a: del inglés, Tumor Necrosis Factor — a
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1- Introduccion
1.1- Epitelio Intestinal

El epitelio intestinal desempefia varias funciones cruciales, entre ellas: actia como barrera
previniendo la entrada al organismo de sustancias nocivas como antigenos, toxinas y
microorganismos, es el responsable de la absorcion de nutrientes, agua y electrolitos del
lumen intestinal e interactia con la microbiota local contribuyendo a la modulacion del
sistema inmune y a la defensa frente a microorganismos patdgenos. Alteraciones en la
funcionalidad de este tejido pueden llevar al desarrollo de varios desdrdenes, como procesos
inflamatorios, infecciones, diabetes o cancer (1-4).

Este tejido esta constituido por una sola capa de células epiteliales intestinales. El epitelio
intestinal consiste en cuatro linajes celulares principales que surgen de un progenitor de
células madre pluripotentes. Estos incluyen los enterocitos, que conforman la mayoria de las
células epiteliales intestinales, las células caliciformes que producen mucus, las células
enteroenddcrinas, que producen hormonas especializadas en el aparato gastrointestinal, y las
células de Paneth, que son las principales productoras de péptidos antimicrobianos (Figura 1)

(5).

Las células madre intestinales primeramente descriptas por Spence y colaboradores, estan
localizadas en la base de las criptas de Lieberkuhn, son las responsables de generar las
distintas estirpes celulares que forman el epitelio y de mantener este tejido en constante
regeneracion; en humanos adultos por ejemplo, el epitelio intestinal se renueva cada 5 dias
(6-8). Células madres con caracteristicas similares también se encuentran fuera del intestino
delgado, en el colon, que también posee criptas pero con una morfologia mas aplanada (6).
Estas caracteristicas convierten al intestino en un sistema ideal para el estudio de mecanismos
de proliferacion celular y diferenciacion, patologias como cancer o procesos inflamatorios.
Por ejemplo, en enfermedades como el Sindrome del Colon irritable , estudiar la interaccion
entre la falla de regeneracion del epitelio y su relacién con la poblacién de células madre
puede ser clave para entender y potencialmente tratar estas enfermedades (8).
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Figura 1. Linajes celulares del epitelio intestinal. El epitelio intestinal consiste de 4 linajes celulares que
provienen de un mismo progenitor, las células madre intestinales. Estos incluyen los enterocitos, las células
calciformes, las células de Paneth y las enteroendocrinas. Tomado y modificado de Yu et al. WIGP 2012(5).

1.2- Cultivos en tres dimensiones

Si bien los modelos animales han sido y siguen siendo ampliamente utilizados (9,10) y
cuentan con la ventaja de reflejar directamente lo que sucede en el organismo vivo, son
costosos, consumen mucho tiempo, presentan variabilidad entre individuos y estan sujetos a
debates éticos.

Por su parte, los modelos in vitro tradicionales que emplean el cultivo de células en dos
dimensiones (2D), constituyen en muchos casos una alternativa al uso de animales. Son
herramientas econémicas y reproducibles, que permiten obtener resultados en un tiempo
reducido, como lo demuestran los numerosos trabajos realizados utilizando lineas celulares
tumorales derivadas del epitelio intestinal (11-13). Sin embargo, el crecimiento de células en
2D no permite recrear la complejidad estructural ni las interacciones celulares que tienen
lugar en un organismo vivo, limitando su poder predictivo (14,15).

En cambio, los cultivos en tres dimensiones (3D), intentan recrear la arquitectura espacial, las
funciones mecanicas y la diversidad celular propias del 6rgano, generando un microambiente
fisiolégicamente maés relevante, lo que los convierte en herramientas mas apropiadas a la hora
de simular sistemas celulares complejos. Al respecto, estudios recientes basados en cultivos
3D han descripto que las células crecidas bajo este sistema poseen caracteristicas
morfologicas y fisioldgicas mas parecidas a las células in vivo (16-18).

La implementacion de modelos 3D pretende reducir la brecha entre los cultivos celulares en
2D vy el tejido vivo, mejorando la correlacion de los resultados obtenidos en estudios in vitro
con los in vivo. Dentro de las metodologias de cultivo en 3D, el uso de células agregadas en
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esferoides multicelulares es una técnica sencilla y atil. Se han desarrollado varios métodos a
lo largo de los afios para generar esferoides, como el crecimiento de esferoides sobre una
matriz, la integracion de esferoides en una matriz, placas microestructuradas, placas de baja
adherencia, gota colgante, levitacion magnética e impresion 3D magnética (19).

Es importante mencionar que en la actualidad la industria farmacéutica enfrenta una crisis de
productividad. A pesar de la creciente inversion en investigacion y desarrollo farmacéutico, el
desarrollo exitoso de nuevos medicamentos se estd desacelerando. Este fendmeno se ha
observado en los Estados Unidos, donde la tasa de presentacion de nuevas aplicaciones de
medicamentos ha mostrado una tendencia descendente en la Gltima década. No es
sorprendente que la inversion necesaria por cada nueva droga exitosa haya aumentado a un
estimado de US$ 800 millones 0 mas. Este costo es impulsado por la alta tasa de fracaso
clinico, que se estima en 70% -90% de los candidatos. El creciente porcentaje de fracasos
clinicos en etapa tardia, ahora ~ 50% de los compuestos probados en ensayos de fase 3, es de
particular preocupacion (20). Por este motivo, fallar al comienzo de las fases pre clinicas,
permite que el costo de las moléculas abandonadas en el cribado permanezca relativamente
bajo, es decir, cuanto mas temprano esté el proceso de desarrollo y se rechace un compuesto,
menor impacto econémico tendra para la compafia que financia su desarrollo. Por lo tanto, es
necesario mejorar los métodos de testeo in vitro basados en células para una prediccion mas
informada de la eficacia y seguridad de los farmacos candidatos, y de ese modo descartar
aquellos compuestos que no cumplan ciertos requisitos, mientras se priorizan los candidatos
prometedores (21).

1.3- Cultivo de esferoides celulares y linea celular HT-29

Los esferoides celulares son agregados heterogéneos de células proliferantes, quiescentes y
necraticas, que mantienen una arquitectura tridimensional y funciones tejido-especificos (22).
Son un modelo atractivo para el estudio de tumores ya que recapitulan las caracteristicas de
las células tumorales in vivo, en lo que respecta a su cinética de crecimiento, heterogeneidad
celular, vias de sefializacion y expresion génica (23,24).

Las células de tumores en crecimiento estdn expuestas a condiciones microambientales
variables debido a un suministro vascular no homogéneo, lo que conduce al desarrollo de
regiones localizadas en tumores con baja concentracion de oxigeno, baja concentracion de
glucosa y pH &cido extracelular debido a la acumulacion de productos del metabolismo como
el acido lactico. Como resultado, las células en estas regiones estan expuestas a diferentes
niveles de hipoxia, anoxia y acidosis. Los esferoides multicelulares derivados de lineas de
cancer presentan una morfologia similar a los tumores solidos que conduce a limitaciones de
difusion para moléculas pequefias como la glucosa y el oxigeno, creando asi subpoblaciones
heterogéneas de células de proliferacion activa, asi como células quiescentes, hipoxicas y
necroticas (25).

Entre los modelos de epitelio intestinal humano mas ampliamente usados se encuentra la
linea celular HT-29. Las ventajas que presenta su uso es que son faciles de obtener y
mantener, tienen alta viabilidad y alta tasa metabolica. Ademas, su grado de diferenciacion y
polarizacion puede ser modulado in vitro dependiendo de las condiciones de cultivo. En
presencia de glucosa 25 mM, las células crecen en monocapa no polarizada; mientras que
cuando los carbohidratos se agotan, comienzan a diferenciarse y a adquirir las caracteristicas
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morfoldgicas de las células epiteliales absorbentes o las células caliciformes organizadas en
una monocapa polarizada(26).

Teniendo en cuenta que la linea antes mencionada proviene de un adenocarcinoma colorectal,
y que la capacidad de formar esferoides es una caracteristica comun de células cancerosas, se
plantea como una promisoria posibilidad el uso de la misma para establecer un modelo 3D
por generacion de esferoides celulares. Estos modelos permitirian estudiar con una mejor
aproximacion que los sistemas en 2D distintos aspectos de la fisiologia del cancer, como
pueden ser procesos inflamatorios, estrés oxidativo, metabolismo celular e hipoxia. Incluso
considerando las similitudes metabdlicas de tumores in vivo y esferoides celulares, estos
altimos podrian emplearse para estudios de cribado de alto impacto de nuevas drogas
antitumorales.

1.4- Organoides intestinales y células madre pluripotentes inducidas (iPSC)

Los organoides de epitelio intestinal son estructuras multicelulares tridimensionales que
recrean la morfologia y fisiologia de criptas y vellosidades del epitelio intestinal adulto. En el
afio 2009, Sato y col. (27) describieron por primera vez los cultivos tridimensionales de
organoides intestinales a partir del cultivo de criptas y células madre intestinales.

Dado que poseen la capacidad regenerativa del epitelio intestinal y pueden dar origen a los
distintos tipos celulares del epitelio, los organoides intestinales constituyen un modelo muy
apropiado para el estudio de procesos como diferenciacion celular, funcion de transporte,
interacciones huésped-hospedador, patologias intestinales e incluso terapia regenerativa (28-
30). Cuentan con la ventaja de ser féciles de establecer y, a diferencia de las lineas celulares,
como su crecimiento depende de la presencia de células madre intestinales, no necesitan
inmortalizarse, permitiendo contar con un modelo mas cercano a la fisiologia del tejido in
vivo.

Las células madre se definen en base a 2 caracteristicas principales, la capacidad de
autorrenovarse y la capacidad de diferenciarse. Es decir, que pueden experimentar divisiones
celulares en las que al menos una de las células hijas es nuevamente una célula madre y
tienen el poder de dar lugar a una progenie diferenciada.

Todos los mamiferos se derivan de una sola célula madre, la célula madre totipotente.
Durante la embriogenesis, las células madre experimentan una especificacion que da lugar
primero al endodermo extraembrionario o a las células de la masa celular interna (MCI), que
son pluripotentes y ya no totipotentes, ya que no pueden dar lugar a tipos de células
extraembrionarias. Luego, las células en el ICM se diferencian secuencialmente a células
epiblasto, ectodermo primitivo, seguido de la creacion de ectodermo definitivo, endodermo
definitivo y mesodermo y finalmente células madre especificas de tejido. Con cada paso
adicional de diferenciacion, las células se vuelven cada vez mas limitadas en su capacidad de
diferenciacion, de modo que las células madre presentes en los tejidos de las tres capas
germinales solo pueden generar células de ese tejido pero ya no las células de otros tejidos
dentro de la misma capa germinal o las otras capas germinales. Por lo tanto, estas células se
denominan multipotentes(31).
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Debido a su capacidad de diferenciarse en la tres capas germinales, el campo de las células
madre pluripotentes es ampliamente estudiado en la medicina por sus posibles aplicaciones
en las terapias regenerativas.

Las células madre pluripotentes inducidas o iPSC (por sus siglas en inglés: induced
Pluripotent Stem Cell) surgieron en el 2006 como una alternativa al uso de células madre
embrionarias humanas, cuyo uso aun esta sujeto a debate ético. El grupo de Takahashi y
Yamanaka fue el primero que generd iPSC a partir de fibroblastos murinos por medio de la
expresion de 4 factores de transcripcion caracteristicos del estado de pluripotencialidad:
octamer-binding transcription factor 3 y 4(Oct-3/4), Sex determining region Y-box 2 (Sox2),
celullar Myc (c-Myc) y Kruppel-like factor 4 (KIf4). De esta manera, células somaticas
lograron ser reprogramadas a un estado similar al embrionario, con un perfil de expresion
génica, modificaciones epigenéticas y tasas de proliferacion similares a las de células madre
embrionarias (32) .

Las iPSC pueden ser diferenciadas a tejido intestinal a través de una serie de pasos que imitan
los principales procesos de su desarrollo, incluyendo la diferenciacion a endodermo, la
morfogenesis intestinal, el desarrollo, el crecimiento y la homeostasis. Cada uno de estos
pasos esta regulado por la expresion de factores caracteristicos que deben ser suministrados a
las iPSC a lo largo de su proceso de diferenciacion (33). El proceso de diferenciacion
requiere del cultivo de iPSC con varios factores de crecimiento durante varios dias. Los
factores implicados involucran principlamente la Activina A para inducir la diferenciacion a
endodermo, Fibroblast growth factor 4 (FGF4) y Wnt family member 3A (Wnt3a) para
inducir la diferenciacion a intestino y la morfogénesis y finalmente el cultivo en una matriz
como matrigel con R-spondinal, Nogina y Epidermal Growth Factor (EGF )para promover
el crecimiento intestinal y la polarizacion (34).

Si bien el cultivo de organoides intestinales obtenidos a partir del propio 6rgano se usa
rutinariamente para estudios relacionados al epitelio intestinal, la técnica tiene sus
limitaciones. Por ejemplo, no son faciles de manipular genéticamente y es dificil generar
cantidades suficientes para realizar estudios de cribado (35). Es por esta razén que la
generacion de organoides a partir de iPSC surge como una posible alternativa (36), ya que
cuenta con la ventaja de que se pueden obtener mayores cantidades de organoides,
poblaciones mas homogéneas y facilita el uso de técnicas que introduzcan modificaciones
genéticas de interés.

1.5- El factor de transcripcion NF-«B y su relevancia a nivel intestinal

El factor de transcripcion NF-kB es un regulador de respuestas inflamatorias e inmunes en la
mayoria de los sistemas del organismo. La familia de factores de transcripcion de NF-xB
consiste de cinco miembros en células de mamifero: p65 (RELA), REL, RELB, p50 y p52,
los cuales pueden formar homodimeros o heterodimeros (37). El factor inactivo se localiza en
el citosol formando un complejo con la proteina inhibitoria IkB. En respuesta a ciertos
estimulos, la proteina IkB es fosforilada por la IkB quinasa (IKK) y degradada, permitiendo
la translocacion de NF-xB al ntcleo e induciendo la transcripcion de genes especificos
vinculados con citoquinas pro-inflamatorias y quimioquinas (Figura 2) (38).
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En el intestino, la sefializacion NF-«xB tiene diversas funciones que gobiernan las respuestas
inmunes protectoras y destructivas. Estos efectos pueden ser beneficiosos o dafiinos
dependiendo del tipo de respuesta celular involucrada y el nivel de activacion de NF-xB,
entre otras cosas. Mientras que la activacion excesiva de NF-xB en células inmunes ha sido
identificada como uno de los principales contribuyentes de la inflamacion intestinal, estudios
recientes han indicado que la sefializacion NF-kB en el epitelio intestinal seria necesaria para
mantener la homeostasis del 6rgano (37-39).

Se ha reportado que NF-«kB juega un papel dual en la inflamacion crénica: por un lado, la
activacion NF-kB induce inflamacion y dafio tisular, pero por otro lado la inhibicién de la
sefializacion NF-kB también puede alterar la homeostasis inmune, desencadenando
inflamacién y causando enfermedades. Se encontr6 que NF-kB se activa en las mucosas
intestinales de pacientes con sindrome de Colon Irritable , mientras que la inhibicion
farmacoldgica de NF-xB disminuye la inflamacidn intestinal en modelos de colitis ulcerosa
en ratones. Ademas, la administracion de oligonucle6tidos antisentido a p65 o un péptido que
se une a NEMO , modulador esencial NF-kappa-B (NEMO) también conocido como
inhibidor de la subunidad gamma kappa-B del factor nuclear gamma (IKK-y), redujo la
gravedad de la inflamacién de colon en modelos murinos inducidos quimicamente y en el
modelo de colitis ulcerosa.

Por otro lado, los ratones que carecen de NEMO especificamente en células epiteliales
intestinales desarrollaron colitis crénica severa caracterizada por ulceracion epitelial,
expresion elevada de mediadores proinflamatorios e infiltracion de células inmunes(40).

Sin embargo, los mecanismos que determinan si la activacion de NF-«xB tendra consecuencias
beneficiosas 0 patogénicas son mayormente desconocidos(40). Por este motivo seria muy
relevante contar con un modelo en 3D intestinal reportero para NF-xkB que nos permita
estudiar y entender los mecanismos moleculares y celulares por los cuales NF-kB ejerce sus
funciones opuestas y la funcion de esta via en varias patologias intestinales y el cancer.
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Figura 2. Via de activacion candnica de NF-xB. Activacion del factor de activacion NF-xB frente a un estimulo pro
inflamatorio. Extraido de Bonizzini y col, 2004. (37)

En el intestino sano, el sistema inmunitario de la mucosa asegura el equilibrio entre los
mediadores pro y antiinflamatorios y, por lo tanto, permite una defensa eficaz contra los
patégenos luminales al | mismo tiempo que previene una reaccion inmune contra la enorme
cantidad de antigenos inofensivos (componentes de alimentos o bacterias no patégenas). En
ambas entidades del Sindrome del Colon Irritable (enfermedad de Crohn y Colitis Ulcerosa),
este equilibrio inmunoldgico se vé gravemente afectado y se desplaza hacia un estado
proinflamatorio. La inflamacidn crénica de la mucosa en esta enfermedad es causada por la
hiperactivacion de las células inmunes efectoras, que producen altos niveles de citoquinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (41). En relacion al cancer, si bien
observaciones han sugerido un papel de la activacién inapropiada de NF-xB en la
proliferacion celular, la transformacion y el desarrollo de tumores, también se ha propuesto
que la activacion de NF-xB en las células inmunes puede contribuir a la inmunidad
antitumoral (42).

Todos estos motivos indican que NF-xB es un objetivo ideal para el desarrollo de nuevas
terapias. Por lo tanto es importante contar con herramientas para comprender la patogenia de
las enfermedades inflamatorias, autoinmunes y neoplasicas, y poder identificar nuevos
farmacos que inhiban la activacion de NF-kB. Estos estudios pueden ser realizados en un
modelo reportero para la activacion de esta via como se propone en el presente trabajo.
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2- Objetivos

El objetivo general de este proyecto consistio en generar y caracterizar modelos in vitro
reporteros para la activacion del factor de transcripcion NF-xB del epitelio intestinal cuya
complejidad se asemeje mas a los sistemas vivos. Para ello se optd por desarrollar técnicas
que involucren directa o indirectamente el uso de los cultivos en 3D.

OBJETIVO 1: Establecimiento y caracterizacion de esferoides a partir de la linea
celular HT-29-NF-kB-hrGFP, derivada de un adenocarcinoma humano colorrectal y
reportera para la activacion del factor de transcripcion NF-kB.

Obijetivos especificos:

- Optimizar el protocolo de generacion de esferoides celulares

- Comparar la actividad reportera de los esferoides obtenidos con un sistema
tradicional en 2D

OBJETIVO 2: Generar y caracterizar iPSC a partir de fibroblastos murinos derivados
de los ratones transgénicos BALB/c NF-xB-RE-luciferase, para su posterior
reprogramacion a células del epitelio intestinal.

Obijetivos especificos:

- Generar iPSC por reprogramacion de fibroblastos murinos empleando el plasmido
STEMCCA y un vector lentiviral

- Evaluar la pluripotencialidad de los clones iPSC obtenidos mediante el analisis de
expresion de genes de pluripotencia y la formacion de cuerpos embrionarios

- Evaluar la activacion de NF-kB en las iPSC generadas
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3- Metodologia
3.1- Reactivos generales

Las sales que se utilizaron para la preparacion de soluciones, Tripsina/EDTA,
Penicilina/Estreptomicina (P/S), Tampon fosfato salino sin calcio ni magnesio (PBS),
Dimetilsulfoxido (DMSO), Paraformaldehido (PFA), Tween 20, Seroalbimina bovina
(BSA), loduro de propidio (IP), el reactivo Hoechst 33342, colagenasa, DNAsa I, gelatina
para cultivo, Beta-mercaptoetanol y la citoquina recombinante humana Factor de Necrosis
Tumoral — a (TNF-a) fueron adquiridos a Sigma (Argentina)

El LIF, del inglés Leukemya Inhibitory Factor se obtuvo a partir de medio de cultivo
condicionado de células HEK productoras de LIF, cedidas por el Dr Werner Mdiller, The
University of Manchester.

El medio de cultivo para células DMEM (del inglés, Dulbecco’s Modified Eagle Medium),
RPMI 1640 (del inglés, Roswell Park Memorial Institut), el Suero Fetal Bovino (SFB), los
aminoacidos no esenciales y el Knock Out Serum Replacement (KOSR) se adquirieron de
Life Technologies (Estados Unidos), al igual que el reactivo transfectante Lipofectamine
2000. EI material plastico estéril utilizado en cultivo se obtuvo de Corning, las placas de 96
pocillos negras para medicion de luciferasa y el azul de tripan, también se obtuvieron de
SIGMA. EIl kit para medicion de Luciferasa (Luciferase Assay System) se obtuvo de
PROMEGA (Estados Unidos).

3.2- Modelos experimentales:
3.2.1- Lineas celulares

La linea celular HT-29-NF-kB-hrGFP, derivada de un adenocarcinoma humano colorrectal y
reportera para la activacion del factor de transcripcién NF-xB, fue previamente desarrollada y
establecida en la Unidad de Biologia Celular (43). La misma fue cultivada a 37°C en una
atmdsfera himeda controlada con 5% de CO,. Como medio de cultivo se utiliz6 DMEM
suplementado con 10% (v/v) de SFB (medio completo).

La linea celular HEK 293T (ATCC® CRL-11268), derivada de células de rifion embrionarias
humanas fue utilizada para la produccion de particulas lentivirales. La misma fue cultivada a
37°C en una atmosfera himeda controlada con 5% de CO,. Como medio de cultivo se utilizd
DMEM suplementado con 10% (v/v) de SFB (medio completo).

3.2.2- Fibroblastos murinos

Los fibroblastos murinos se obtuvieron del raton transgénico BALB/c NF-kB-RE-luciferase
el cual expresa el gen de la luciferasa bajo tres elementos de respuesta a NF-kB(44). Los
protocolos con animales llevados a cabo fueron aprobados por el comité de ética del IP Mont
(Aval CEUA N° de Reg.006-16: Establecimiento de cultivos primarios de diferentes
origenes).
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3.3. Mantenimiento de la linea celular HT-29-NF-xB-hrGFP
3.3.1- Expansion de la linea celular

La expansion de la poblacion celular se llevé a cabo sembrando las células en frascos de 25 o
75 cm? en medio completo, renovandolo cada 4 dias. Antes de llegar a confluencia, 1 vez por
semana, las células se despegaron de las superficies de cultivo con tripsina y se pasaron a un
nuevo frasco. Cada lote de células se mantuvo en cultivo durante un periodo de tiempo
limitado (3 meses). Pasado este periodo, se descongelé un nuevo criotubo del banco celular
de trabajo para la propagacion celular y la posterior utilizacion de las células en los diferentes
ensayos.

3.3.2- Tripsinizacion de células

Las células fueron separadas de la superficie de cultivo mediante un tratamiento con tripsina
(tripsinizacion). Para ello, se aspird el medio de cultivo y se lavo la monocapa celular con
PBS estéril. Posteriormente, se agregé 0,5 a 1 mL de solucion de tripsina/EDTA y la misma
se dejé actuar durante 3 min a 37°C. Se verificO mediante visualizacion al microscopio la
separacion de las células de la superficie de cultivo y se agreg6 medio completo para
inactivar la tripsina. Una alicuota de la suspension celular se utilizé para el recuento en
camara de Neubauer, previa tincion con azul de tripan 0,5% p/v, y se eligié la densidad de
siembra apropiada segun la superficie de cultivo a utilizar.

3.3.3- Criopreservacion y descongelamiento de células

Para la criopreservacion, se tripsinizaron células en fase de crecimiento exponencial, se
contaron las células y se centrifugaron a 200 g durante 5 minutos Se descartd el sobrenadante
y el pellet celular se resuspendié en el medio de congelacion (10 % v/v DMSO y 90 % viv
SFB) a razén de 3x10° células en 1,5 mL. Los criotubos fueron almacenados a -80°C
utilizando un sistema de enfriamiento progresivo de 1°C por minuto (Nalgene) y a las 24h se
transfirieron a nitrégeno liquido.

El descongelamiento de cada lote de células se llevd a cabo en forma rapida, para maximizar
la supervivencia celular. Cada tres meses se retird un criotubo del tanque de nitrégeno liquido
y se lo llevé a un bafio a 37 °C durante aproximadamente 2 min, agitandolo hasta
descongelamiento total de su contenido. Posteriormente, la suspensién celular se transfirio a
un tubo falcon conteniendo 10 mL de medio de mantenimiento, termostatizado a 37°C y se
centrifugd a 200 g durante 5 minutos Se descartd el sobrenadante, las células se
resuspendieron en 1 mL de medio de mantenimiento, se realizd el recuento y la
determinacion de la viabilidad de las células recuperadas. Finalmente, las células fueron
sembradas en frascos de 25 0 75 cm?, seguin la demanda de células a utilizar en los diferentes
ensayos.

3.3.4- Recuento celular y evaluacion de viabilidad con Azul de Tripan
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Se realizo el recuento celular en camara de Neubauer empleando diluciones convenientes de
acuerdo con la densidad celular de la muestra. La concentracion de células viables se
determiné empleando el método de exclusion con Azul de Tripan en el cual solo las células
muertas incorporan el colorante ya que estd comprometida la integridad de la membrana
plasmatica. Las muestras fueron incubadas con una solucién de Azul de Tripan 0,5 % p/v en
PBS y sembradas en la cAmara.

3.4- Cultivo de Esferoides
3.4.1. Metodologias usadas para la obtencion de esferoides

Para la generacion de esferoides se utilizaron distintas densidades celulares iniciales: 3500,
7000, 15000, 30000 y 60000 células/pocillo empleando dos métodos: el de crecimiento en
placas de baja adherencia (MBA) y el método de la gota colgante (MGC).

En el MBA, los pozos de una placa de 96 pocillos fueron cubiertos con 50 pl de agarosa 1,5%
p/v estéril, previo al sembrado de las células, con el objeto de reducir la adherencia de la
placa. En el método MGC, las células fueron sembradas en gotas de 25 ul sobre la tapa de
una placa de 96 pocillos. Posteriormente, la tapa fue invertida sobre la placa y las gotas
fueron incubadas durante 48 h luego de las cuales se transfirieron a los pocillos (previamente
tratados con agarosa) en un volumen final de 200 pl. En todos los casos las células fueron
incubadas a 37°C con 5% COa.

Los esferoides se mantuvieron en cultivo sin realizar cambio de medio durante 4 dias, luego
de los cuales fueron utilizados o se les renovo el medio para utilizarlos a los 7 dias.

Los esferoides fueron observados al microscopio y fotografiados para efectuar andlisis de
tamafo y circularidad. El analisis de imagenes fue realizado con el software Image J. La
circularidad se calculé como el cociente de las medidas del didmetro mayor y el didmetro
menor del esferoide, siendo el valor igual 1 correspondiente a un circulo perfecto.

El método MBA fue el utilizado para los subsiguientes estudios.

3.4.2. Recuento celular y determinacion de la viabilidad por citometria de flujo

Los esferoides fueron removidos de la placa de cultivo e incubados con 50 pl de tripsina por
10 min para su disgregacion. En los casos en que se utilizaron células cultivadas en un
sistema 2D (monocapa tradicional), se les agrego 25 ul de tripsina por pocillo. En ambos
casos, luego de inactivar la tripsina con medio completo, las células fueron lavadas y
centrifugadas durante 5 min a 260 g.

Para el recuento celular, las células fueron resuspendidas en el volumen apropiado de PBS
BSA 1% p/v y analizadas con el citometro analitico BD Accuri™ C6 (BD biosciences), el
cual permite realizar recuentos absolutos directos. Para ello se determind el numero de
eventos adquiridos en 100ul de muestra y en base a ese dato se calculd el nimero total de
células por mL de muestra.
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La viabilidad celular también se evalud por citometria de flujo (ver 3.7.) por exclusion del
intercalante de ADN IP. Para ello, se agregd a la muestra una solucién de IP 250 ug/mL en
una relacion 1/100 v/v, justo antes del momento de la adquisicion.

3.4.3- Ensayos reporteros para la activacion de NF-«xB en la linea celular HT-29-NF-kB-
hrGFP crecida en 2D y 3D.

Las células fueron sembradas en dos densidades diferentes (1.5x10* y 3x10* cél/pocillo)
utilizando el MBA y la monocapa tradicional (2D). Al cuarto dia de siembra (una vez
formados los esferoides en el caso del cultivo en 3D) se agrego el estimulo pro inflamatorio,
TNF-a en distintas concentraciones (desde 0,01 a 1000 ng/mL). Se evaluaron dos tiempos
diferentes de estimulacion: 24 h, correspondiente al tiempo Optimo de estimulacion
estipulado para cultivos en 2D (43) y 72 h para asegurarnos de que la respuesta obtenida
fuera la maxima posible. Finalizada la incubacion, se evalud la activacién de la via NF-xB
por medio de la produccion de la proteina verde fluorescente (GFP). Se determind por
citometria de flujo el porcentaje de células GFP positivas y esos datos se utilizaron para
obtener una curva dosis respuesta. Utilizando la aproximacion a la ecuacion de Hill, se estimé
el parametro EC50 (del inglés, Effective Concentration 50), definido como la concentracion
del compuesto a la cual se obtiene un 50% de la respuesta maxima, para fines comparativos.

3.5 Obtencion y caracterizacion de iPSC a partir de fibroblastos murinos
3.5.1.- Cultivo primario de fibroblastos murinos embrionarios y adultos

Para la obtencion de fibroblastos murinos embrionarios (MEF), se sacrifico una hembra
prefiada BALB/c NF-kB-RE-luciferase, entre los dias 13.5 y 14.5 de prefiez y se extrajeron
los cuernos uterinos. Los mismos fueron lavados rapidamente en etanol 70% v/iv y
posteriormente colocados en PBS. Bajo condiciones de esterilidad, se procedi6 a separar cada
embridn de la placenta, el saco vitelino y se removieron los 6rganos rojos y la cabeza. Luego
el tejido fue lavado nuevamente con PBS y con la ayuda de un bisturi, se corté en pequefios
trozos hasta que fuera posible pipetear el material disgregado.

El tejido fue transferido a un tubo Falcon conteniendo 1 mL de 0.05% tripsina/EDTA y 200
KU/embrion de Dnasa I. Los tubos fueron incubados por 15 min a 37°C deteniendo la
incubacién cada 5 minutos para disgregar -con pipeta. Una vez transcurrido este tiempo, la
tripsina fue inactivada con 1 volumen de medio MEF (DMEM, 10% v/v SFB, 1X
Penicilina/Estreptomicina) y los tubos fueron centrifugados a 300 g durante 5 minutos.

Luego de la centrifugacion se procedio a resuspender las células en medio MEF y sembrar
entre 3 y 4 embriones por botella T-150 cm? previamente tratadas con gelatina 0.2%. Una vez
que las celulas llegaron a un 80% de confluencia, las mismas fueron levantadas con tripsina
para su criopreservacion en tanque de nitrégeno o sembradas para su uso como capa
alimentadora y/o la generacion de iPSC.

Para la obtencion de los fibroblastos murinos adultos (MAF) ratones de 6-8 semanas de edad

fueron sacrificados por asfixia con CO,. Se recuperaron las puntas de cola y trozos de oreja,
se cortaron en trozos de 1 cm los cuales fueron colocados en placas de cultivo e incubadas en
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medio MEF por 5 dias. Las células que migraron fuera del explanto (fibroblastos) fueron
transferidas a nuevas placas y mantenidas en medio MEF hasta que alcanzaron el 80% de
confluencia, momento en el que fueron congelados para su posterior uso.

3.5.2.- Produccidn de particulas lentivirales

Para la obtencion de particulas lentivirales se utilizé un sistema de tercera generacion, en la
que se emplean 3 plasmidos por separados para obtener las particulas virales y el plasmido de
interés (backbone). En este caso se utilizaron los plasmidos Pspax2 (Addgene#12259) para el
empaquetamiento, pMD2G para la envoltura y los plasmidos m-STEMCCA m-cherry y/o m-
STEMCCA c-myc como backbone (cedidos gentilmente por Gustavo Mostoslavsky, Boston
University and Boston Medical Center, Estados Unidos) (45). Se sembraron 1x10° células
HEK293T en DMEM 10% (v/v) SFB en una placa de 6 pocillos 24 h antes de la transfeccion.
Transcurridas 24 h se realizd la transfeccion usando el método de lipofeccion (Lipofectamine
2000), de acuerdo a los datos especificados por el fabricante. La concentracion total de ADN
utilizada para cada pocillo fue de 2,5 g, de los cuales 1,51 pg correspondieron al backbone;
0,6 ng de Pspax2 y 0,39ug de pMD2G.

Las células se incubaron durante toda la noche en estufa a 37°C con 5% CO,. Al dia siguiente
se descart6 el medio de cultivo y se renovo por DMEM suplementado con 10% (v/v) SFB. A
las 24 h se recuperd el medio de cultivo en un tubo de 50 mL (fraccién que contiene
particulas lentivirales) y se renové el medio nuevamente. A las 24 h se volvid a recuperar este
medio y se unid a la fraccion del dia anterior. Posteriormente este medio conteniendo las
particulas lentivirales fue centrifugado, filtrado por una malla de 45 um y almacenado en
alicuotas en freezer -80 hasta su uso posterior.

Para realizar la titulacion viral, se sembraron 7x10* células HEK 293T por pocillo en una
placa de 48 pocillos y se incubaron por 48 h. Transcurrido este tiempo, las células fueron
incubadas con distintas diluciones de las particulas virales conteniendo el plasmido m-
STEMMCA m-cherry (1/10; 1/100; 1/1000; 1/10000) en presencia de polibreno (8ug/mL). Al
dia siguiente se reemplaz6 el medio de cultivo por medio fresco sin polibreno. Una vez
transcurridas 72 h de incubacion, se analizo el porcentaje de células m-cherry positivas por
citometria de flujo, utilizando el equipo BD FACSAria Fusion (BD Biosciences) y los laseres
de 488 nm y 561nm. Teniendo en cuenta que se recomienda utilizar un titulo que produzca
entre 1 — 20 % de celulas transducidas, se decidio utilizar una dilucion de 1/10 del stock de
particulas lentivirales para la reprogramacion de fibroblastos, la cual produjo un 8% de
células positivas para m-cherry.

Para la manipulacion de las particulas lentivirales se trabajo con cubre tinicas descartables y
doble guante en una cabina de seguridad bioldgica tipo 2. Tanto la cabina como los
materiales usados fueron descontaminados con Virkon® S (Bayer) al 1%p/v luego de su uso,
y se dejo un ciclo de 30 minutos de UV antes del siguiente usuario. Todos los materiales que
estuvieron en contacto con las particulas lentivirales fueron inactivados durante al menos 48
h con una solucién de Virkon®S 1% p/v.

3.5.3- Inactivacion de MEF por tratamiento con mitomicina C

Con el fin de generar un banco de células alimentadoras de iPSC, se sembraron MEFs en
botellas de cultivo previamente gelatinizadas (gelatina 0.2% p/v). Una vez alcanzado el 90%
de confluencia se reemplaz6 el medio de cultivo de fibroblastos por medio MEF con
mitomicina C a una concentracion de 10 ug/mL y se incubd por 2-3 h en estufa a 37°C con
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5% CO,. Transcurrido este tiempo, se realizaron varios lavados con PBS, las células se
resuspendieron en medio de congelacion (DMSO 10% v/v SFB 90% v/v) y se guardaron en
nitrégeno liquido hasta su futuro uso para el cultivo de iPSC.

3.5.4.- Transduccion de MEF y MAF derivados de BALB/c NF-xB-RE-luciferase

Se sembraron MEF y MAF derivados de BALB/c NF-kB-RE-luciferase a una concentracion
de 1x10° células/pocillo en una placa de 6 pocillos previamente gelatinizada. Al dia siguiente,
las células fueron transducidas con las particulas virales portando el plasmido m-STEMCCA
c-myc (45) (dil 1/10) en medio MEF suplementado con polibreno en una concentracion final
de 8 ug/mL. Las placas se centrifugaron a 700 g por 45 minutos y se incubaron durante toda
la noche en estufa a 37°C con 5% CO2.

Al dia siguiente se reemplazé el medio de cultivo por medio completo para iPSC (DMEM,
15% v/v  KOSR, 1 x Penicilina-Estreptomicina, 0.1 mM Betamercaptoetanol, 0.1 mM
aminoacidos no esenciales, 1 mL de medio condicionado con LIF). EI medio de cultivo fue
renovado cada 2 dias. Para el caso de los MAF, luego de transcurrida 1 semana, las células
fueron despegadas con tripsina y sembradas sobre una capa de MEF mitomicinados (capa
alimentadora). Luego de aproximadamente 10 dias se comenzaron a observar colonias. El
medio se cambid cada 48 h hasta la obtencion de las iPSC.

3.5.5- Seleccion, amplificacion y criopreservacion de iPSC

El dia anterior a la seleccion de colonias iPSC para su amplificacion, se prepar6 una placa de
96 pocillos previamente gelatinizada con MEF mitomicinados para usar como capa
alimentadora y se incub6 en estufa durante toda la noche. El procedimiento de aislamiento de
colonias se realiz6 fuera del flujo laminar, para lo que fue necesario desinfectar la zona de
trabajo con etanol 70%, evitar corrientes de aire y extremar medidas de proteccion (usar
cofia, guantes y barbijo) para evitar contaminaciones.

Las placas conteniendo las colonias de iPSC fueron retiradas de la estufa y los pocillos
lavados con PBS con Ca?* y Mg?*. Bajo el microscopio se aislaron manualmente las colonias
cuyo tamafio ocupaba un campo 10 x del microscopio con la ayuda de una aguja y un tip de
20 pL. Una vez levantadas, cada colonia fue disgregada con 15 pl de tripsina, resuspendida
en 200 pL medio iPSC y sembrada en un pocillo de una placa de 96 pocillos conteniendo los
MEF mitomicinados.

El medio de cultivo fue cambiado diariamente y una vez que las colonias crecieron, pero
antes de que empezaran a diferenciarse, , las mismas fueron levantadas con tripsina y
transferidas a una placa de cultivo de mayor superficie, conteniendo la capa alimentadora de
MEF. Una vez alcanzada la amplificacion a un pocillo de una placa de 6 pozos, se procedio a
la criopreservacion de los clones. Para ello, las células fueron despegadas con 0.05% p/v
tripsina/EDTA, neutralizadas con medio, centrifugadas y resuspendidas en medio de
congelacién (90% v/v SFB + 10% v/v DMSO). Por cada pocillo se produjeron 2 crioviales,
que se guardaron en un tanque de nitrégeno liquido.

3.5.6.- Formacion de cuerpos embrionarios
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Las iPSC se sembraron en placas de Petri de 10 cm de didmetro de baja adherencia, a una
densidad de 1,5x10° células en 10 mL de medio para iPSC sin el agregado de LIF y se
incubaron a 37°C y 5% CO». Al dia siguiente, se renovo el medio para lo cual las células
fueron centrifugadas a 180 g durante 5 min, y el sobrenadante descartado. A partir de
entonces, el medio se renovo cada 3 dias durante 20 dias.

Los cuerpos embrionarios (CE) obtenidos se caracterizaron por citometria de flujo e
inmunofluorescencia (ver seccion 3.6 y 3.7) utilizando anticuerpos especificos para la
deteccidn de células caracteristicas de las tres capas germinales: anti actina de musculo liso
(sc-53015 Santa Cruz) para mesodermo, anti B3-tubulina (sc-58888, Santa Cruz) para
ectodermo y anti-alfa fetoproteina (AFP) (sc-8399 Santa Cruz) para endodermo.

3.5.7- Caracterizacién de las iPSC NF-«B-RE-luciferase obtenidas

Luego de obtenidos los clones, se procedio a caracterizar las iPSC por inmunofluorescencia,
citometria de flujo y RT-PCR. Ademas, se evalud la respuesta de activacion de NF-«xB frente
a TNF-o.

3.5.7.1.- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se extrajo ARN de clones de iPSC generados a partir de MEF y de MAF, de una linea de
células madres embrionarias murinas (mESC) JM8A (control positivo) y de los MEF
utilizados como capa alimentadora, utilizando el kit comercial RNeasy (Qiagen), de acuerdo a
las instrucciones del fabricante.

Para la retro transcripcion se utilizé 1ug de ARN de cada muestra, previamente tratado con
DNAsa | (DNase | Amplification kit, Invitrogen) para eliminar el ADN contaminante. Para la
retro transcripcion se utilizo la retro transcriptasa M-MLV-RT (Invitrogen) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante.

Una vez obtenido el ADN copia, se procedio a realizar la PCR para distintos marcadores de
pluripotencia utilizando primers especificos para cada gen (Tabla 1). EI gen de la enzima
Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se utilizé como control de interno (house
keeping gene). Las condiciones de corrida fueron para GAPDH, Nanog y Oct4: 95°C 5
minutos/ 35 ciclos x (95°C 30 segundos, 55°C 30 segundos y 72°C 1minuto) / 72°C 5
minutos y 4°C 1 minuto. Para el gen Sox2 las condiciones de ciclado fueron las mismas
exceptuando la temperatura de annealing que fue de 60°C en vez de 55°C. Los resultados
fueron visualizados por electroforesis en gel de agarosa 3% o0 1,5% p/v, dependiendo del
tamafo del amplicén esperado.
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Tabla 1. Primers utilizados para la reaccién de PCR.

Secuencia Primer (5’-3’) Tamaiio del Genbank
producto Numero acceso
(bp)
Nanog F: CAGGTGTTTGAGGGTAGCTC 223 AY278951.1
R: CGGTTCATCATGGTACAGTC
Sox2 F: CGCCCAGTAGATTGCACA 107 NM_011443.4
R: CCCTCACATGTGCGACAG
Oct4 F: GTTGGAGAAGGTGGAACCAA 61 NM_013633
R: CTCCTTCTGCAGGGCTTTC
GAPDH F: TGTTCCTACCCCCAATGTGT 396 NM_001289726.1
R: TGTGAGGGAGATGCTCAGTG

3.5.7.2.- Inmunofluorescencia (IF)

Las células (iPSC y CE de 20 dias) fueron sembradas sobre vidrios circulares previamente
gelatinizados (y cubiertos con la capa alimentadora de MEF para el caso de las iPSC). Luego
de 48 h de cultivo, las mismas fueron fijadas por 15 minutos con PFA 4% y lavadas. Cuando
fue apropiado (marcadores intracelulares) las células fueron permeabilizadas con PBS/Tween
0.2% por 30 minutos y luego blogueadas con PBS/BSA 2% por 1 h. Finalmente se agregaron
los anticuerpos primarios indicados en las figuras en la dilucion correspondiente (ver Tabla
2) en PBS/BSA 2% p/v y se incubaron toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se realizaron 3
lavados con PBS y se agreg6 el anticuerpo secundario conjugado a Alexa Fltor 488 en una
dilucién de 1/1000 en PBS/BSA 2%. Luego de 1 h de incubacién se lavd el anticuerpo
secundario y los nucleos fueron marcados con Hoechst 33342 en una concentracion de
5ug/mL por 10 minutos. Las imagenes fueron adquiridas en microscopio de epifluorescencia
y procesadas con el software Image J.

3.5.7.3.- Inmunomarcacion para analisis por citometria de flujo(CF)

Las iPSC fueron despegadas de la superficie de cultivo y los CE fueron disgregados con
tripsina hasta formar una suspension monocelular. Las células fueron centrifugadas y fijadas
en 1mL de PFA 4% por 15 min, centrifugadas 5 min a 260 g y luego lavadas con PBS.
Posteriormente las celulas fueron permeabilizadas (cuando fue apropiado por el tipo de
marcador usado) y blogueadas en PBS/BSA 2% por 1h. Una vez finalizado el bloqueo las
células fueron centrifugadas y resuspendidas en 200uL de la correspondiente dilucion del
anticuerpo (ver Tabla 2) en PBS/BSA 2% e incubadas toda la noche a 4°C. Al dia siguiente,
se procedio a lavar las células 3 veces con PBS y se agregaron 250 pL de la solucion
conteniendo una dilucién 1/1000 del anticuerpo secundario conjugado a Alexa Fluor 488.
Transcurrida 1 h de incubacion, las células fueron lavadas 3 veces y finalmente resuspendidas
en PBS/BSA 2% para ser analizadas por citometria de flujo, segln se especifica en seccion
3.7.
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Tabla 2. Anticuerpos utilizados y respectivas diluciones de trabajo.

Anticuerpo Dilucion (CF e IF) Catalogo* Permeabilizacién

B3 tubulina 1/50 Sc-58888 Si
Actina musculo liso 1/50 Sc-53015 Si
AFP proteina 1/50 Sc-8399 Si
SSE-Al 1/100 Sc-21792 No
Nanog 1/50 Sc-374103 Si
Oct-3/4 1/50 Sc-5279 Si

* Todos los anticuerpos empleados son de Santa Cruz

3.5.8- Ensayos reporteros para la activacion de NF-kB en MEF, iPSC y CE

Las células fueron cultivadas en placas de 96 pocillos (3x10* cél/pocillo) y 48 h después
fueron estimuladas con 25 ng/mL de TNF-a por 24 h . La cantidad de luciferasa expresada
fue medida en funcidon de la cantidad de luz producida en presencia de su sustrato especifico
D-luciferina. Para ello se utilizé el kit comercial Luciferase Assay System (Promega), segun
especificaciones del fabricante. Brevemente, las células fueron lisadas y posteriormente a
cada pocillo se le agregd 50 pL del reactivo de luciferasa. Inmediatamente después la placa
fue introducida en un lector de luminiscencia (LUMlIstar OPTIMA, BMG Labtech,
Ortenberg, Alemania) y se realizé la lectura de luz de cada pocillo. Por cada tratamiento se
reservaron 4 pocillos para realizar recuento celular por citometria de flujo con el equipo BD
Accuri™ C6 (usando el mismo protocolo descrito en secciones previas) a fin de normalizar
los valores de luz obtenidos. Los valores de luz obtenidos fueron comparados con células sin
estimular.

3.6- Anélisis por microscopia de fluorescencia

En los casos que se requirio se utilizé un microscopio de epifluorescencia Olympus 1X81, el
cual se encuentra equipado con filtros de excitacion de 360-370 nm, 470 — 495 nm, 530-550
nm, 300-400 nm y campo claro. Se utilizaron los filtros de excitacion de 360-370nm para
Hoechst y 470 — 495 nm para GFP y Alexa Fluor 488. Las imagenes fueron adquiridas con el
software Micromanager y analizadas con el software Image J

3.7- Analisis por citometria de flujo

Se utilizo un citdmetro de flujo, BD Accuri™ C6 equipado con dos laseres, 488 nm y 640
nm. Se definio la region de analisis en el grafico SSC (del inglés, Side-Scattered light) vs FSC
(del inglés, Forward-Scattered light) (granularidad vs tamafio celular), donde se excluyeron
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los detritos celulares. Ademas, se excluyeron los dobletes mediante el grafico de Ancho de
pulso vs FSC. Para realizar las adquisiciones, se colectaron 10000 eventos en la region de
singuletes. La fluorescencia emitida por la GFP fue adquirida en el detector FL1, mientras
que para el IP se utilizo el detector FL2. Los distintos parametros fluorescentes fueron
evaluados mediante graficos biparamétricos (graficos de puntos). En cada experimento se
utilizaron como controles células sin fluorescencia (para determinar la poblacion negativa) y
células marcadas con un solo fluorocromo (para realizar la compensacion de la superposicion
espectral en los casos que se uso doble marcacion con GFP e IP). Para la adquisicién de datos
se empled el software BD Accuri™ C6 y el programa FlowJo vX.0.7 para su posterior
analisis.

3.8- Analisis estadistico

Los datos se expresaron como la media * el desvio estandar (SD) de dos o tres experimentos
independientes, en los que cada condicion fue realizada por triplicado, con la excepcion de
aquellos casos donde se especifique otra condicion. Los resultados fueron analizados
estadisticamente utilizando el test de t (en los casos que se compararon dos grupos) o
ANOVA (para comparacion de més de dos grupos), asumiendo una distribucion normal. Se
consideraron diferencias estadisticamente significativas aquellas que presentaron un valor P <
0.05. Tanto el analisis estadistico como el ajuste al modelo de dosis respuesta fueron
realizados con el programa Graph Pad Prism v5.
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4- Resultados

4.1- Establecimiento del cultivo en 3D de la linea celular reportera HT-29-NF-«xB-
hrGFP y evaluacion de su respuesta frente a estimulos inflamatorios

4.1.1- Optimizacion del cultivo en 3D

Con el objetivo de determinar la densidad celular inicial apropiada para la formacion de
esferoides se sembraron 0,35x10% 0,70x10% 1,5x10* 3,0x10* y 6,0x10* células por cavidad
de una placa de 96 pocillos utilizando la metodologia de baja adherencia (MBA) y de la gota
colgante (MGC), segun se describié en Metodologia (seccion 3.4.1.). En la Figura 3 se
muestran iméagenes de los esferoides obtenidos a los 4 y 7 dias de crecimiento, con ambos
métodos de siembra.

A

Figura 3. Esferoides de la linea celular HT-29-pNF-kB-hrGFP. Las células fueron sembradas mediante MBA (A'y C) o
MGC (B y D) y observados al microscopio 6ptico a los 4 (A'y B) y 7 dias (C y D) post siembra. En cada caso, de izquierda a
derecha se muestran imagenes representativas de esferoides de 0,35x10% 0,70x10% 1,5x10% 3,0x10* y 6,0x10%élulas
iniciales por pocillo. Aumento 40x.

29



Como parte de la caracterizacion de los esferoides, a partir de las imagenes obtenidas, se
procedio a calcular el diametro y la circularidad de los mismos.

Tomando como ejemplo los valores de densidad celular inicial extremos (0,35x10* y
6,0x10%células/pocillo) se observd que para ambos métodos se obtuvieron esferoides de
mayor didmetro cuando se utiliz6 una densidad celular inicial mayor, independientemente del
tiempo de incubacion (4 o 7 dias) empleado (Tabla 3).

Tabla 3. Diametros de esferoides (um) alcanzados al cabo de 4 y 7 dias de cultivo.

Densidad celular

inicial
(células/pocillo)
0,35 x10* 430,00 +£1,94 | 429,30+0,26 | 388,50+ 23,45 | 425,90 + 46,35
0,70 x10* 537,30 +12,99 | 633,30+5,81 | 667,90 +123,94 | 567,70 + 47,56
1,5 x10* 666,30 +£0,99 | 717,20+0,11 | 468,10+ 333,50 | 616,30 + 9,46
3,0 x10* 753,20 + 0,95 791,90 +6,19 | 455,40 + 154,40 | 544,90 + 222,60
6,0x10* 944,10 + 28,68 | 822,30 + 29,47 | 825,10+ 124,80 | 864,90 + 50,70

Con respecto a la circularidad de los esferoides, en el MBA no se observaron diferencias
significativas a los dos tiempos analizados (4 y 7 dias) y la circularidad se mantuvo en
valores cercanos a 1 (Figura 4). En cuanto a los resultados obtenidos con el MGC, si bien a
los 7 dias no se observaron diferencias significativas en cuanto a circularidad en comparacion
con el MBA, a los 4 dias los esferoides generados con esta metodologia mostraron bordes
irregulares y valores de circularidad mas alejados de 1, sugiriendo una menor
reproducibilidad de los experimentos con este método bajo las condiciones evaluadas.

A partir de estos resultados, se opto por el empleo del MBA para la generacion de cultivos en
3D. En cuanto al tiempo de formacion de esferoides, se seleccioné 4 dias, ya que, si bien los
parametros de circularidad y diametro no variaron con respecto a los de 7 dias, como los
ensayos de transactivacion para NF-kB pueden requerir hasta 72 h de incubacidn, la eleccion
de esferoides de 4 dias permite reducir los tiempos del ensayo, lo cual adquiere mayor
relevancia en el marco del posible empleo de este protocolo para técnicas de cribado de
compuestos.

Para determinar el nimero optimo de células, se comparé la viabilidad de los esferoides
obtenidos por el MBA con un sistema en cultivo 2D (monocapa celular). Para ello, se
sembraron dos densidades celulares iniciales diferentes: 3x10* y 6x10* células/pocillo y se
dejo crecer por 4 dias. Se procedi6 a realizar un cambio de medio y cultivar 72 h adicionales,
momento en el cual se evalud la viabilidad celular en los cultivos 2D y 3D.

Como se observa en la Figura 5, la viabilidad de los esferoides obtenidos a partir de una
densidad inicial de 6x10* células fue significativamente menor a la de su contraparte en 2D
(3D: 71,9 + 152% y 2D: 85,3 = 9,6%). Por el contrario, no se observaron diferencias
significativas entre los sistemas de cultivo generados a partir de una densidad celular inicial
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menor (2D: 75,3 + 6,4% y 3D: 85,9% = 8,1), por lo que, para los subsiguientes ensayos, se
establecio trabajar con un nimero inicial de células igual a 3x10* células/esferoide o pocillo.

A

2.0- R
4 dias
&= 7dias

Circularidad

Células sembradas

B

2.0 i
4 dias
E= 7dias

Circularidad

Células sembradas

Figura 4. Circularidad de los esferoides a partir del andlisis de imagenes. Los esferoides fueron sembrados
utilizando la técnica MBA (A) y MGC (B ). A los 4 y 7 dias de cultivo, se evalud la circularidad como parametro

indicador de la esfericidad.

20' EE NN

Viabilidad (%)

a,b a

3x104  6x104  3x104  6x104 #células

2D

3D

Figura 5. Comparacion de la viabilidad celular entre cultivos 2D y 3D. Las células fueron crecidas durante 4 dias en
sistemas 2D y 3D. Al cuarto dia se les renovo el medio y 72 h mas tarde fueron disgregadas con tripsina y su viabilidad fue
estimada por tincién con IP y evaluada por citometria de flujo. Letras diferentes indican diferencias significativas entre

tratamientos.
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4.1.2- Ensayos reporteros para evaluar la activacion de NF-xB en cultivos en 2D y 3D

Para comparar la actividad reportera de la linea HT-29-NF-xB-hrGFP en 2D y 3D, las
células fueron sembradas a una densidad inicial de 3x10* células/pocillo y al cuarto dia de
crecimiento, las células fueron incubadas con el estimulo pro inflamatorio TNF-a en distintas
concentraciones, durante 24 y 72 h. La Figura 6 muestra imagenes de microscopia de
epifluorescencia de células HT-29-NF-kB-hrGFP provenientes de cultivos en 2D y 3D,
estimuladas con 100 ng/mL TNF-a.

En cuanto a la caracterizacion de la respuesta en cultivos 2D y 3D, las células crecidas como
esferoides celulares mostraron un EC50 mayor que las células obtenidas en 2D, tanto a 24 h
(valores de EC50 de 7,1 £ 0,45 nM y 2,2 + 0,14 nM para 3D y 2D, respectivamente) como a
72 h (valores de EC50 de 54 £ 24 nM y 1,1 £ 0.33 nM para cultivos 3D y 2D,
respectivamente). Con respecto a la respuesta maxima obtenida, si bien a 24 h no hubo
diferencias en el porcentaje de células GFP positivas entre ambos tipos de cultivo (77,8 +
3,0% y 78,1+12,7% para 2D y 3D, respectivamente), al cabo de 72 h, la respuesta maxima
alcanzada por los esferoides fue menor que la obtenida con las células crecidas en monocapa
(70,6 + 8,0% y 96.4 + 2.4% para 3D y 2D, respectivamente). Estas diferencias observadas
fueron estadisticamente significativas (Figura 7).

| Campo claro | Canal GFP sin estimular Canal GFP 100ng/ml TNF

Figura 6. Activacion de NF-xB en cultivos en 2D y 3D evaluados por microscopia de epifluorescencia. Los
esferoides (aumento 40X) y la monocapa (aumento 100X) fueron estimulados durante 24 h con 100 ng/mL de TNF-a .

I Esferoides ( 3D) ‘ \ Monocapa ( 2D) ‘
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Figura 7. Respuesta de la linea celular reportera HT-29-NF-kB-hrGFP frente a un estimulo inflamatorio. Las células
fueron estimuladas con distintas concentraciones de TNFa por 24 (A) 0 72 h (B) en cultivos 2D y 3D. El grado de activacion
de la via NF-xB fue medido como el porcentaje de células GFP*. Diferencias significativas fueron observadas entre los
tratamientos a las 72 h.* p< 0.05

En un sistema en 2D, todas las células estan expuestas de la misma manera al medio y a las
sefiales presentes en él. Por el contrario, en los esferoides las células se encuentran
distribuidas en una arquitectura tridimensional, y no todas tienen el mismo acceso al medio
que las circunda. El factor de difusion, en este caso, puede ser clave al momento de evaluar
una respuesta.

Para evaluar si la diferencia en la respuesta observada en el sistema 3D podria deberse a una
menor difusion del estimulo a traves del esferoide celular, se procedio a repetir los ensayos de
estimulacion empleando esferoides de menor tamafio (1.5x104 celulas por pocillo),
asumiendo que en éstos la difusion se veria menos afectada.

Como se observa en la Figura 8 los resultados obtenidos fueron similares a los hallados para
esferoides de mayor tamafio, tanto a 24 como a 72 h de incubacion, sugiriendo que las
diferencias observadas en las respuestas podrian estar influenciadas por otros factores que se
analizaran en detalle en la discusion.
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Figura 8. Respuesta de la linea celular reportera HT-29-NF-kB-hrGFP a un estimulo inflamatorio empleando
esferoides de tamafio pequefio (1.5x10* células /pocillo). Las células fueron estimuladas con distintas concentraciones
de TNFa durante 24 (A) o 72 h (B) en cultivos 2D y 3D. El grado de activacion de la via NF-kB fue medido como

porcentaje de células GFP*. Diferencias significativas fueron observadas entre los tratamientos a 72 h.* p< 0.05
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4.2- Generacion y caracterizacion de iPSC a partir de fibroblastos murinos derivados
del raton transgénico BALB/c NF-xB-RE-luciferase, para su posterior reprogramacion
a células del epitelio intestinal.

4.2.1- Obtencion de las iPSC

Las iPSC fueron generadas a partir de MAF y MEF de ratones reporteros para NF-kB,
empleando el plasmido m-STEMCCA c-myc y un vector lentiviral, de acuerdo a lo
especificado en la seccion Metodologia. El tiempo necesario para la reprogramacion,
evaluado como el momento en el que se comenzaron a observar las primeras colonias de
iPSC, fue menor para los MEF (7-10 dias post traduccion) comparado con los MAF (15-20
dias post traduccién). Dichas colonias se comenzaron a visualizar como conjuntos de células
redondeados y con bordes bien definidos como se ilustra en la Figura 9B.

Figura 9. Colonias de iPSC observadas al microscopio Optico. A) MEF mitomicinados, utilizados como capa
alimentadora de las iPSC; B) Colonias pequefias de iPSC generadas a partir de MEF NF-kB-RE-luciferase, a pocos dias de
emerger luego de la reprogramacion; C) Colonias iPSC del tamafio apropiado para ser propagadas individualmente; D)
Colonia diferenciada (*), rodeada de colonias mas pequefias, ain no diferenciadas (V). La escala representa 50pm.
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Aquellas colonias con bordes bien definidos y sin signos de diferenciacion (Figura 9C)
fueron aisladas manualmente en forma individual cuando su tamafio alcanzo al menos el 50%
de la superficie del campo observado con un objetivo de 10X. Las mismas fueron expandidas
sobre una capa alimentadora de MEF mitomicinados con el fin de obtener clones, los cuales
posteriormente fueron criopreservados y caracterizados, como se describe a continuacion.

4.2.2. Caracterizacion de las iPSC

Como primer paso, se evaluo la expresion de genes marcadores de pluripotencia (Sox2, Oct-
3/4 y Nanog) a partir de ARNm extraido de los clones mediante la técnica de RT-PCR
(Figura 10). La seleccion de estos genes como marcadores de pluripotencia responde al
hecho de que su expresion es necesaria para mantener el estado de pluripotencialidad de las
células madre (46,47).Todos los clones de iPSC evaluados mostraron expresion de estos
genes caracteristicos de células madres pluripotentes, a nivel de ARN mensajero. En cuanto a
los MEF, se observd la expresion de Sox2 y en menor medida Nanog, probablemente
asociados a su estadio embrionario (48). La linea celular JM8A, derivada de células madre
embrionarias murinas, fue utilizada como referencia de célula madre pluripotente.

Nanog (223 pb)

Sox 2 (107 pb) .. - - “ h - ‘ .

OCT-3/4 (61 pb) .

GAPDH (396 pb) TR SN S e ﬁ “

1 2 4 8 9 10 JMSA MEF
NF-«xB iPSC clones NF-kB iPSC clones
(derivados de MEF) (derivados de MAF) B

Figura 10. Expresion de marcadores de pluripotencia evaluados por RT-PCR. Se extrajo ARN de diferentes clones de
iPSCs, MEF y la linea mESC JM8A. El ARN se retrotranscribio y los genes Oct-3/4, Sox2 y Nanog fueron amplificados por
PCR. El gen de GAPDH se utilizé como control de interno (house keeping gene)

Posteriormente se procedio a estudiar, a nivel de proteinas, la presencia de alguno de estos
genes empleando la técnica de inmunofluorescencia. Se realiz6 la marcacion para los factores
de transcripcion Oct-3/4 y Nanog y la proteina SSEA-1, la cual se emplea como marcador de
superficie especifico para células en estadios embrionarios. Los ndcleos fueron marcados con
Hoechst 33342. Como se puede observar en la Figura 11, todos los clones analizados
mostraron marcacion positiva para las proteinas estudiadas, reforzando los resultados
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obtenidos mediante RT-PCR. Asimismo, los MEF utilizados como capa alimentadora en el
cultivo de iPSC no mostraron marcacion para las proteinas analizadas.

iPSC obtenida a partir de iPSC obtenida a partir de MEF
MAF MEF

%100 pm

Oct-3/4

SSEA-1

Figura 11. Expresion de marcadores de pluripotencia detectados por inmunofluorescencia. Clones de iPSC fueron
marcados con anticuerpos anti Nanog, Oct-3/4 y SSEA1 (verde). Los nicleos fueron marcados con Hoechst 3342 (azul).
La escala representa 100um.

Los cultivos de iPSC suelen presentar algin grado de diferenciacion espontanea, debido por
ejemplo, al sobrecrecimiento de algunas de las colonias que lo forman. Para cuantificar el
porcentaje de células indiferenciadas (pluripotentes) presentes en las poblaciones de iPSC, se
evalud la expresion positiva para el marcador SSEA-1, por citometria de flujo (Figura 12).

En la Tabla 4 se resumen los porcentajes de células SSEA-1 positivas obtenidas para los
diferentes clones de iPSC. Como se puede observar, este marcador fue expresado por todos
los clones evaluados, en un valor promedio de 71,0 £ 6,1 % de toda la poblacion analizada.
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Figura 12. Expresion del marcador de pluripotencia SSEA-1 analizado por citometria de flujo. Las células fueron
disgregadas, fijadas en PFA 4% e incubadas con un anticuerpo primario anti SSEA-1, dicha unién fue detectado mediante un
anticuerpo secundario conjugado a Alexa Fluor. La presencia de la proteina SSEA-1 fue evaluada por citometria de flujo. En
la figura se observan diagramas de puntos representativos obtenidos para MEF, un clon de iPSC derivadas de MAF vy el
control de anticuerpo (AB2°). En la primer columna se muestra FSC vs SSC, en la segunda columna la exclusién de dobletes
y en la tercera FSC vs FL-1.

Tabla 4. Evaluacién de la expresion de la proteina de superficie SSEA-1, utilizada como
marcador de pluripotencia, en iPSC.

iPSC-MEF iPSC-MAF Control
clonl <clon2 ¢clon4 <clon8 <clon9 clon1l0 MEF Ab
68,6 62,1 67,2 78,7 74 73,7 2,2 0,03

Poblaciéon
% SSEA-1+
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4.2.3. Generacién de cuerpos embrionarios

Los CE son agregados tridimensionales de células madre pluripotentes que, cultivadas en
ausencia de LIF, pueden diferenciarse estocasticamente en las tres capas germinales
(endodermo, ectodermo y mesodermo). El cultivo de cuerpos embrionarios es una
metodologia ampliamente utilizada para probar el potencial de diferenciacion de las iPSC
utilizando una metodologia in vitro (49).

En esta etapa del trabajo se evalud la capacidad de las iPSC para generar CE y diferenciarse a
celulas de los tres estratos germinales. Los CE fueron cultivados durante 20 dias en
suspension empleando medio de células madre sin el agregado de LIF y posteriormente
fueron fijados. La expresion de los marcadores correspondientes a los tres estratos germinales
fue evaluada por CF e IF, conforme a lo detallado en Metodologia.

Dos de los anticuerpos (AFP proteina y actina del musculo liso) no pudieron ser evaluados ya
que dieron marcacion inespecifica, tanto en CF como en IF (dato no mostrado). En cuanto a
la marcacion para B3-tubulina, los CE mostraron porcentajes de células B3-tubulina positivas
mayores a los clones iPSC del cual derivaron, aunque en porcentajes variables, desde 1.1 % a
un 18.7 % (Figura 13). Por su parte, el hallazgo de células con morfologia de neuronas y
marcacion positiva para p3-tubulina en preparados de CE apoya fuertemente los resultados
antes mencionados (Figura 14).
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Figura 13. Evaluacion de la expresion de p3-tubulina en CE e iPSC. Los CE de 20 dias y las iPSC provenientes de
distintos clones fueron disgregados, fijados con PFA 4%, marcados con un anticuerpo anti B3-tubulina, y posteriormente
con un anticuerpo secundario conjugado a Alexa Fluor 488. Finalmente las muestras fueron analizadas por CF. A)
Graficos de puntos representativos del analisis por CF para la deteccion de poblacion positiva para f3-tubulina obtenidos
de iPSC clon 10 y CE derivados de este clon. En la primer columna se muestra FSC vs SSC, en la segunda columna la
exclusion de dobletes y en la tercera FSC vs FL-1. B) Porcentajes de células positivas para B3-tubulina obtenidos de
diferentes clones de iPSC y sus correspondientes CE.

Figura 14. Expresion del marcador neuronal p3-tubulina en CE detectada por IF. Los CE de 20 dias fueron sembrados
en vidrios, fijados, permeabilizados y marcados con un anticuerpo anti f3-tubulina (verde). Los nucleos fueron marcados
con Hoechst 3342 (azul). En las imagenes se observan células con morfologia neuronal y tincion B3-tubulina (verde)
positiva. A) Aumento 100x; B) Aumento 400X. La escala representa 10um
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4.2.4- Ensayos reporteros para evaluar la activacion de NF-«B en iPSC, CE y MEF

Con el objeto de evaluar si las iPSC y los CE derivados de ellas conservaban la capacidad
reportera de los fibroblastos transgénicos NF-kB que le dieron origen, se realizé un ensayo de
activacion utilizando como estimulo inflamatorio 25 ng/mL de TNF-a (Figura 15). Se
observo que la activacion de NF-xB (medida como la produccion de luz generada por la
actividad de la proteina reportera luciferasa al adicionarle su sustrato) fue significativamente
mayor en los MEF (3,8 veces respecto al valor basal) comparado con los CE (1,6 veces de
respecto al valor basal), mientras que las iPSC no difirieron significativamente del valor
basal, sugiriendo que en éstas Ultimas no se produjo activacion de la via NF-xB.

8- o
Activacion de NF-xB .
B
(Normalizado 6
respecto al valor
basal)
4 -
—y
*
2
0
iPSC CE MEF

Figura 15. Ensayo reportero de NF-kB. iPSC, CE, y MEF derivados del raton transgénico NF-kB-RE-luciferase
fueron incubados con 25 ng/mL TNFa durante 24h. * p<0.001; **p<0.01 . Los valores fueron normalizados
respecto a iPSCs, CE y MEF sin estimulacion con TNF.
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5-Discusion

5.1- Establecimiento del cultivo en 3D de la linea celular reportera HT-29-NF-«B-
hrGFP y evaluacion de su respuesta frente a estimulos inflamatorios

El cultivo de células animales en monocapa, empleado desde la década del 50 de forma
rutinaria en los laboratorios, revoluciond la forma de abordar el estudio de enfermedades asi
como el desarrollo de drogas, convirtiendo a los ensayos celulares en una herramienta valiosa
a la hora de generar informacion confiable, reproducible y a un costo razonable.

Sin embargo, el hecho de que, por ejemplo, en la actualidad s6lo el 10% de las drogas anti
cancer en desarrollo pasan con éxito las primeras fases pre clinicas (50) y que la falta de
eficacia clinica y/o alta toxicidad son dos de las principales causas por las cuales estos
medicamentos fallan, sugeririan que el cultivo celular bidimensional (2D),
convencionalmente empleado para testear farmacos, tendria un poder predictivo limitado a la
hora de extrapolar los resultados a los organismos vivos. Existe amplia evidencia cientifica
que apoya estas observaciones y que atribuye a la incapacidad de los cultivos en 2D de
recrear adecuadamente la complejidad estructural de los tejidos vivos la causa de su limitado
poder predictivo (14,15).

Desde 1972, los investigadores exploraron las diferencias entre las células cultivadas en una
superficie plana frente a los formatos tridimensionales. Desde entonces, la sorprendente
similitud de las morfologias y los comportamientos in vivo de las células cultivadas en
entornos de cultivo 3D no solo estd bien documentada, sino que también esta bien aceptada.
(51).

En las ultimas décadas, con el avance en las técnicas y materiales de cultivos, se
desarrollaron los cultivos tridimensionales (3D), en los cuales las células crecen en
suspension normalmente con agitacion, asociadas a matrices o plataformas, en superficies de
baja adherencia o en gotas colgantes generando estructuras con volumen, asemejandose mas
a la disposicion de las células en el organismo vivo (18,21,52). Los ensayos celulares en 3D
mostraron ser mucho mas predictivos de los eventos in vivo en comparacion con los cultivos
bidimensionales méas simples (21). Por ejemplo, Tung y colaboradores demostraron que
esferoides de la linea celular A431.H9 formados por el método de gota colgante mostraron
diferencias en la viabilidad al ser comparadas con su contraparte en 3D en respuesta a un
tratamiento quimioterapéutico con5-fluorouracilo (5- FU) vy tirapazamina (TPZ). En el caso
de 5-FU, las células crecidas en 2D mostraron solamente un 5% de viabilidad después de un
tratamiento de 96 horas, mientras que los esferoides presentaron una viabilidad del 75%. Por
otro lado, al tratar las células con TPZ, se observd que las células crecidas en monocapa
presentaban una viabilidad mayor (72%) en comparacion con los esferoides (40%). Estos
resultados indican que la manera en que se cultivan las células (es decir, 2D o 3D) puede
alterar sustancialmente el efecto de una droga. Ademas, esta investigacion destaca el hecho
que las células en 3D no necesariamente exhiben una mayor resistencia a los medicamentos
(53).

En este trabajo, como primer objetivo, se propuso generar modelos del epitelio intestinal en
3D, mas precisamente esferoides celulares, a partir de una linea celular humana derivada del
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epitelio intestinal y reportera para el factor de transcripcion NF-«xB, el cual tiene una gran
relevancia en el sistema gastrointestinal, como fue descripto en la introduccion.

Se evaluaron dos metodologias para la formacion de esferoides y en base a los resultados
obtenidos, se determind el MBA resulto ser méas confiable y reproducible que el MGC. El
MBA ya fue utilizado exitosamente por otros grupos de trabajo (54,55). Mediante esta
técnica se produjeron esferoides de circularidad uniforme y reproducible al cabo de 4 dias de
cultivo. El origen de la linea HT-29, proveniente de un adenocarcinoma colorectal, pudo
haber contribuido al éxito de este objetivo, ya que se sabe que células de origen tumoral
poseen una predisposicion a formar agregados celulares, facilitando la obtencion de
esferoides ya que muchos de los cambios en la expresion de genes que promueven la
capacidad de migracion e invasiva también favorecen la formacién de esferoides (56). Si bien
existen otros trabajos en la bibliografia donde se describe exitosamente el cultivo en 3D de la
linea HT-29 (57), en este trabajo se reporto por primera vez el cultivo en 3D de la linea en su
version reportera para el factor de transcripcion NF-xB.

Los parametros Optimos definidos para los ensayos reporteros incluyeron una densidad
celular inicial de 3 x10* células/pocillo y un tiempo de formacion de esferoides de 4 dias, a
partir de los cuales se obtuvieron esferoides de aproximadamente 750 pum de didmetro.

La comparacion de la respuesta de la linea reportera en 2D versus 3D frente TNFa arrojo que
al cabo de 72 h los esferoides presentaron una respuesta menor que la linea celular crecida en
monocapa, llegando s6lo a un 80% de la poblacion GFP positiva para la méxima
concentracion de TNFa empleada (100 ng/mL). Es mas, tanto a 24 como a 72 h de
incubacion con el estimulo, los valores de EC50 obtenidos con los esferoides fueron mayores
que los calculados para 2D para ambos tiempos de incubacion. Estos datos sugieren que la
sensibilidad de la linea reportera podria verse modificada en funcién del sistema de cultivo
que se emplea, en particular, en nuestro caso, las células HT-29-NF-xB-hrGFP crecidas en
un sistema tridimensional serian menos sensibles a un estimulo pro inflamatorio, comparado
con el cultivo en monocapa. Estas observaciones coinciden con otras ya reportadas para
otros sistemas (58).

Existen varios factores relacionados a los esferoides que podrian estar contribuyendo a esta
diferencia. La dimensionalidad adicional de los esferoides comparada con los cultivos 2D no
solo influye en la organizacidn espacial de los receptores de la superficie celular, sino que
también induce restricciones fisicas en las células. La literatura indica que esferoides tan
pequenos como 150 pm ya pueden exhibir interacciones 3D célula-célula y célula-matriz y
también pueden mostrar un perfil de expresién alterado en comparacién con cultivos 2D.

La difusion del estimulo a través del esferoide, la distribucion de receptores de superficie
dentro del esferoide e incluso variaciones en la actividad metabolica entre las células que lo
forman pueden afectar la transduccion de la sefial desde el exterior hacia el interior de las
células, y en dltima instancia influir en la expresion génica y las respuestas celulares (58).

Incluso la actividad proliferativa puede diferir; los cultivos de esferoides desarrollan
gradientes quimicos (por ejemplo, de oxigeno, nutrientes y catabolitos) a diametros entre 200
y 500 pm con una necrosis secundaria central establecida tipicamente en tamafios superiores
a 500 um. En estos casos, las células localizadas en la periferia esferoidal reflejan la situacion

43



in vivo de las células adyacentes a los capilares (con un ciclo celular activo), mientras que las
células mas internas se vuelven inactivas y eventualmente mueren por apoptosis 0 necrosis.

El establecimiento de gradientes y la disposicion concéntrica de poblaciones celulares
heterogéneas en esferoides de tamafio creciente depende de la linea celular (59). En este
trabajo se emplearon esferoides de 750 um en los que no se observé necrosis central, como lo
confirmo el estudio de la viabilidad celular por citometria de flujo. Sin embargo, la presencia
de un gradiente quimico hacia el interior del esferoide no puede ser descartado y podria, al
menos en parte, ser responsable de la diferencia en la activacion de la via NF-xB observada
en comparacion con el cultivo 2D.

En el intestino, la sefializacion NF-«xB tiene diversas funciones que gobiernan las respuestas
inmunes protectoras y destructivas. La sobreexpresion de este factor ha sido asociada con
enfermedades inflamatorias crénicas intestinales (IBD, del inglés, Inflammatory Bowel
Diseases) como son la Enfermedad de Crohn y la Colitis Ulcerosa (60). También ha sido
asociado con varios tipos de cancer, como por ejemplo el céncer colorrectal y se ha
observado que al disminuir su expresion se obtiene una reduccion en el tamafio del tumor
(61). Generalmente muchos enfoques terapéuticos resultan ser menos efectivos en 3D que en
cultivos 2D (59). Nuestros resultados estan en concordancia con esas observaciones ya que
muestran que en la linea HT-29-NF-xB-hrGFP la via de sefializacién mediada por NF-xB
presentaria una menor sensibilidad a estimulos en un sistema en 3D. Esto a su vez, pone de
manifiesto la relevancia del uso de este tipo de sistemas en fases pre-clinicas de desarrollo de
drogas con el fin de reducir la brecha entre los cultivos celulares y el tejido vivo, mejorando
la correlacion de los resultados obtenidos.

5.2- Generacion y caracterizacion de iPSC a partir de fibroblastos murinos del raton
BALB/c NF-xB-RE-luciferase, para su posterior reprogramacion a células del epitelio
intestinal.

En el afio 2006 el cientifico japonés Shinya Yamanaka y sus colaboradores establecieron una
nueva técnica para reprogramar células somaticas al estado pluripotente forzando la
sobreexpresion de cuatro factores de transcripcion (Oct4, Sox2, KIf4 y c-Myc) (32). Este
descubrimiento modificd profundamente el campo de la investigacion en células madre al
ofrecer un modelo que permitia sortear los debates éticos sobre el uso de células madre
humanas y obtener de forma casi ilimitada lineas celulares pluripotentes especificas para ser
utilizadas en el campo de la medicina e investigacion, en el modelado de enfermedades, el
desarrollo de drogas o incluso terapias regenerativas.

El segundo objetivo de este trabajo se basé en la generacion de iPSCs a partir de MEF y
MAF extraidos del modelo murino reportero BALB/c NF-kB-RE-luciferase, como primer
paso para la posterior diferenciacion a células del epitelio intestinal. Por medio de la técnica
de transduccién lentiviral, empleando el plasmido STEMMCA, se logr6 obtener iPSCs, tanto
a partir d& MAF como de MEF. Si bien en este trabajo no se evalud la eficiencia de
reprogramacion, en el trabajo original de Sommer y col. se reportd un valor de 0.05%, es
decir, en promedio, solo uno de cada 2.000 fibroblastos transducidos formaron células
pluripotentes (46,62). Un factor importante que afecta la eficiencia de la reprogramacion es el
estado de diferenciacion de la celula a reprogramar. Cuanto méas diferenciada es la célula,
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mas dificiles son las barreras que se deben superar para lograr la remodelacion epigenética
del genoma, necesaria para una reprogramacion exitosa (63). En este trabajo se utilizaron
fibroblastos en dos estadios de diferenciacion diferentes: adulto y embrionario. El tiempo de
aparicion de las primeras colonias iPSC post transduccion lentiviral fue mayor para los MAF
que para los MEF. Este retraso en la cinética de la reprogramacion probablemente sea
consecuencia que en los fibroblastos adultos, completamente diferenciados, las marcas
epigenéticas fueron mas dificiles de eliminar.

En cuanto al estudio de marcadores de pluripotencia, los clones de iPSC NF-xB generados
en este trabajo expresaron los factores de transcripcion Oct-3/4, Sox2 y Nanog, tanto a nivel
de ARNm como de proteinas. En células humanas y de raton, Oct4, Sox2 y Nanog forman un
circuito regulador transcripcional central en las células madre pluripotentes para mantener su
auto renovacion. Oct4 y Sox2 co-ocupan un gran numero de promotores y regulan los niveles
de expresion de sus genes diana. Ademas activan la expresion de genes pluripotentes,
incluidos Nanog y ellos mismos, al tiempo que reprimen la expresion de genes clave para la
diferenciacion celular (64).

Si bien los genes para Sox2 y Oct-4 se encuentran en el plasmido introducido y por la
caracteristica de los primers empleados no fue posible en este trabajo diferenciar la expresion
endogena de la plasmidica, la expresion de Nanog es indicativa de que la maquinaria de
reprogramacién propia de las células fue activada ya que este gen no se encuentra en el
plasmido STEMCCA introducido. Esta aclaracion es importante debido al rol que estos
genes cumplen para mantener la pluripotencialidad de los clones obtenidos.

Para cuantificar el porcentaje de iPSCs en cada clon se analizé la presencia del marcador
pluripotente de superficie SSEA-1 por citometria de flujo. En todos los casos, se obtuvo un
valor cercano al 70% de células SSEA-1 positivas. EI hecho de que no se haya obtenido un
valor superior puede deberse a que durante el cultivo de las iPSC, algunas colonias pueden
sufrir diferenciacion espontanea, perdiendo la expresion del marcador de pluripotencia. Por
otra parte, si bien se intent6 separar las iPSCs de los MEF alimentadores mecanicamente (al
despegarlos de la placa de cultivo) y en funcion de su tamafio (durante el analisis de
citometria empleando los parametros de SSC y FSC), no podemos descartar la posibilidad de
que una poblacién de MEF (negativos para SSEA-1 y de un tamafio similar a las iPSC) haya
sido incluida en el analisis, por lo cual el porcentaje real de células SSEA-1 podria ser aln
mayor. El empleo de un marcador especifico para fibroblastos hubiese sido apropiado para
excluir completamente del analisis la poblacion de MEF alimentadores, reduciendo la fuente
de error en la determinacion del porcentaje de iPSC.

Una vez confirmada la expresion de los marcadores de pluripotencia, el siguiente paso en la
caracterizacion de iPSC consistié en demostrar su capacidad para diferenciarse en tejidos
derivados de las tres capas germinales embrionarias (ectodermo, mesodermo y endodermo).
Para ello, la bibliografia (32) sugiere dos tipos de ensayos: uno in vivo, consistente en la
generacion de teratomas y otro in vitro, basado en la generacion de CE.

Los teratomas son tumores solidos y definidos, a menudo derivados de la linea germinal,
compuestos por células diferenciadas altamente organizadas que contienen representantes de
las tres capas germinales. Si bien el ensayo del teratoma es ampliamente utilizado como
ensayo funcional estandar para demostrar la pluripotencia de iPSC, la carencia de algunos
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reactivos, asi como la disponibilidad de ratones desnudos (cepa B6.Cg-Foxn1™/J) y los
gastos asociados a un modelo in vivo limitaron su uso en este trabajo. Como método
alternativo se optd, entonces, por la generacion de CE. Los CE son agregados
tridimensionales de células pluripotentes que se diferencian espontaneamente a los diferentes
tipos celulares de las tres capas germinales. Las principales ventajas de esta metodologia
consisten en el facil escalado y la posibilidad de trabajar bajo las condiciones estandarizadas
que proporcionan los reactivos comerciales para cultivo celular sin introducir la variabilidad
intrinseca asociada a los estudios con animales (49).

Luego de 20 dias de cultivo en el medio para iPSC en ausencia de LIF (factor inhibidor de la
diferenciacion celular) se realiz6 la caracterizacion de los CE (por citometria de flujo e
inmunofluorescencia) utilizando anticuerpos especificos para marcadores de las 3 capas
germinales. Dos de los anticuerpos presentaron marcacion inespecifica y no fue posible
optimizar el protocolo durante el desarrollo de este trabajo. En cambio, se pudo detectar la
presencia del marcador p3-tubulina (ectodermo) en los CE de todos los clones analizados (no
asi en sus respectivas iPSC) y se logré distinguir células con morfologia neuronal evaluadas
por inmunofluorescencia. Esto indicaria que las células pluripotentes obtenidas fueron
capaces de generar derivados de al menos una de las capas germinales (ectodermo).

En relacion con la actividad reportera para NF-kB, se observé que las iPSC no respondieron
al estimulo inflamatorio. Sin embargo, si se observo una respuesta en los CE, la cual, a su
vez, fue significativamente menor comparada con la obtenida por los MEF. Es decir, la
activacion del factor NF-xB pareceria depender del estadio de diferenciacion celular, siendo
nula o escasa en el estadio més indiferenciado (iPSC) y aumentando conforme las células se
diferencian, sugiriendo que la expresion de NF-kxB podria estar reprimida en estadios
indiferenciados. Se sabe que en ratones (a diferencia de lo que sucede en humanos) la
actividad NFkB enddgena aumenta durante la diferenciacion de las células madre, conforme
disminuye la expresion de Nanog, Sox2 y Oct4. Al respecto, Torres y Watt (65) han
reportado que en el modelo murino el factor de transcripcion Nanog contribuye al
mantenimiento de la pluripotencia inhibiendo al factor NF-xB fisica y funcionalmente. El
factor Nanog seria capaz de unirse a las proteinas Rel por su extremo C terminal inhibiendo
la transcripcion dependiente de NF-xB. Este mecanismo propuesto por Torres y col.
explicaria los resultados obtenidos en este trabajo; la alta expresién de Nanog en las iPSC
estaria inhibiendo la activacion de NF-xB, la cual gradualmente (a medida que disminuye los
niveles de Nanog y las células se diferencian) aumentaria, como se evidencia en CE y MEF.
Estudios comparativos entre los distintos estadios de diferenciacion a nivel de la expresion
génica de Nanog asi como de Rel y otras proteinas de la familia de NF-xB permitirian
profundizar sobre esta hipotesis.

Los resultados alcanzados en este trabajo constituyen el primero de una serie de pasos
destinados a la generacion de organoides intestinales a partir de iPSC. La diferenciacion de
iIPSCs a tejido intestinal requiere un proceso que imita los principales eventos del desarrollo,
incluida la diferenciacion definitiva del endodermo, la especificacion del intestino, la
morfogénesis, el desarrollo del intestino, el crecimiento y la homeostasis (33). Una vez
obtenidos, estos organoides podrian ser utilizados en una multitud de aplicaciones pre-
clinicas como puede ser el modelado de enfermedades, ensayos de toxicidad, estudio de
interacciones huésped -patdgenos y analisis mas complejos como transcriptomica,
epigenética y protedmica (66).
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6- Analisis econOmico

El andlisis econdmico se realiz6 comparando los costos para el ensayo de un solo compuesto
comparando la respuesta proinflamatoria en un cultivo en 2 dimensiones, utilizando
esferoides, y utilizando el ratén transgénico BALB/c NF-kB-RE-luciferase. Como se ilustra
en la Tabla 5 la diferencia de costos entre el sistema de cultivo 2D y los esferoides no es
mucho mayor, de aproximadamente un 15%, si se consideran todas las ventajas ya
mencionadas de este sistema. Por otra parte, el modelo in vivo para el testeo de un solo
compuesto presenta un costo 4 veces mayor (400%) sobre la metodologia en 2 dimensiones.

Estos valores reflejan la importancia de contar con modelos que permitan un correcto cribado
de manera de poder utilizar el menor numero de animales posibles. Como ya se menciond
fallar al comienzo de las fases preclinicas, permite que el costo de las moléculas abandonadas
en el cribado permanezca relativamente bajo, es decir, cuanto mas temprano esté el pr.oceso
de desarrollo y se rechace un compuesto, menor impacto econémico tendré para la compafiia
que financia su desarrollo (21) y menor sera el costo del producto para los consumidores
finales.

Tabla 5. Analisis econémico.

IN VITRO IN VIVO
2D 3D
Medios de cultivo 2 U$S 2 U$S Animales (12 ratones) 60 U$S
Reactivo;é‘lg’\étFé;l'ripsina, 3 USS 4USS Mantenisrzrirelgac;;amimales 9 USS
Material pléastico 8 U$S 8 U$S
Duracién del ensayo 2 dias
Duracion del ensayo 48 h 6 dias
Tiempo RRHH 4h(20U$S) 5h(25U$S)  Tiempo RRHH 17 h (85 US$)
Total 33 U$S 39 U$S Total 154 U$S
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7- Conclusion

En conclusion, en la presente tesis se lograron optimizar las condiciones propicias para la
obtencion de esferoides a partir de la linea celular reportera HT-29-NF-xB-hrGFP.
Sembrando 30.000 células y empleando la metodologia de baja adherencia, se obtuvieron
esferoides de didmetro regular luego de 4 dias de cultivo y fue posible comparar la respuesta
de estos con las células cultivadas en 2D obteniéndose una respuesta menor para los
esferoides.

Por otra parte, se lograron obtener y caracterizar colonias de iPSC a partir de fibroblastos del
raton BALB/c NF-kB-RE-luciferase, las cuales presentaron marcacion positiva para los
marcadores de pluripotencia Sox-2, Oct3/4 y Nanog. Ademas, se evaluo la respuesta frente a
un estimulo inflamatorio tanto de las colonias de iPSC obtenidas como de los CE. En el
futuro se planea comenzar la diferenciacién de iPSC a organoides intestinales.

Estos resultados contribuyen tanto al sector biotecnoldgico como al académico, ya que los
modelos en 3D aqui desarrollados podrian ser empleados para resolver hipotesis en
investigacion basica como para fines mas aplicados, como podria ser el descubrimiento de
nuevas drogas. En este sentido, las aproximaciones aqui planteadas redundaria en mejorar la
correlacion de los resultados in vitro con los obtenidos in vivo, fomentando y promoviendo el
principio de las 3Rs (Reduccidn, Refinamiento y Reemplazo). Adicionalmente, la generacion
de iPSC fue descripta por primera vez en el 2006 (32), y hasta el desarrollo de esta tesis no
habia antecedentes en Uruguay de grupos de investigacién que hayan intentado generarlas.
Las mismas han demostrado ser una excelente herramienta para diversas areas, como son la
medicina regenerativa, el estudio de patologias y fisiologia intestinal, terapia génica y el
estudio de nuevas drogas.

48



Parte de los resultados de este trabajo fueron presentados bajo la modalidad de poster durante
la 2017 TRANSGENIC TECHNOLOGY MEETING, October 1-4, 2017, Snowbird Resort,
Salt Lake City Utah, USA

Induced- pluripotent stem cells from transgenic mice NF-kB-RE-Luc: First steps in the
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Mariela Bollati-Fogolin®

1 Cell Biology Unit, Institut Pasteur de Montevideo, Uruguay

2 Transgenic and Experimental Animal Unit, Institut Pasteur de Montevideo, Uruguay.

The nuclear factor kappa B (NF«B) transcription factors is a key regulator of immune
development, immune responses, inflammation, and cancer. Taking this into consideration, it
would be of great value to have availability of new cellular models as biological tools to
evaluate the contribution of NF-kB in inflammatory processes and to advance in the
development of new, more efficient and selective drugs. In the last decade, induced
pluripotent stem cells (iPSC) have become a promising tool for the study of pathologies and
the screening of drugs. The present work aim to generate and characterize iPSC from murine
embryonic fibroblasts (MEF) isolated from the reporter transgenic mice BALB/c NF-kB-RE-
luc. To accomplish that, MEF were transduced using a lentiviral system carrying the
STEMCCA vector (kindly provided by Dr. Mostoslavsky, Genetics Department, Harvard
Medical School, Boston, USA) with the four Yamanaka factors (Oct-4, Sox2, KIf4 and c-
myc). After two weeks, colonies were picked up, expanded and cryopreserved.
Characterization of the iPSCs was performed by determining the mRNA levels of the
pluripotent genes Oct-4, Sox2, Nanog and GAPDH (as housekeeping gene). Furthermore, the
expression of Oct-4, Nanog and SSEA-1 proteins were evaluated by immunofluorescence and
in addition the SSEA-1 by flow cytometry. The iPSCs derived from the transgenic MEF
showed consistent results in the expression of Oct-4, Nanog and Sox2 genes that are
characteristic for pluripotent stem cells. In addition, the immunofluorescence images showed
positive staining for Oct-4, Sox2 and SSEA-1 proteins in all analyzed colonies. Finally, flow
cytometry results of the iPSC clones displayed more than 80% positive cells for the SSEA-1
marker. Ongoing work is focused on evaluating the reporter function of these clones by
performing proof-of-concept experiments with known pro and anti-inflammatory compounds
that modulate the activation of NF-kB. The generation of the iPSC reporter lines and their
validation as new biological tools will be of fundamental relevance for a deeper
understanding of NF-kB pathway in the development of different diseases and as a platform
for drug discovery purposes.
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