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Resumen 

 

Introducción: La hipoacusia es una de las discapacidades más frecuentes en los países 
industrializados. Más del 5% de la población mundial, presenta una pérdida auditiva 
discapacitante. En los mamíferos la hipoacusia neurosensorial es irreversible y el motivo 
fundamental es que las células ciliadas de la cóclea adulta carecen de capacidad regenerativa. 
Los recientes avances en biología del desarrollo, genética y biología celular del oído interno han 
llevado la investigación en esta patología a nuevas aproximaciones terapéuticas, que incluyen 
medicina regenerativa y células madre. El objetivo general de este trabajo de tesis es obtener in 
vitro células "tipo" ciliadas de oído interno a partir de la diferenciación de células madre 
mesenquimales humanas provenientes de tejido adiposo.  
 

Materiales y métodos: Se aisló y cultivó la fracción estromal vascular obtenida de tejido 
adiposo humano. Se caracterizaron las células madre de tejido adiposo humano (hASC) 
mediante inmunocitoquímica y citometría de flujo. Las hASC se diferenciaron a linaje ótico, 
aplicando un protocolo de reprogramación química de dos pasos por un total de 48 días. Las 
células diferenciadas se fijaron y se extrajo el ARN a los días 10 y 48 para analizar la expresión 
de los marcadores de células progenitoras óticas, neuronales y de células ciliadas del oído 
interno. Asimismo, se llevó a cabo un novedoso protocolo de activación de genes endógenos 
mediante el sistema CRISPR-dCas9-VP160. Para ello se diseñaron cuatro ARN guías para activar 
los genes blancos, SOX2, ATOH1, POU4F3 y GFI1. Los ARN guías y los plásmidos dCas9-VP160 se 
lipofectaron en células HEK293T y hASCs. Los resultados fueron analizados por RT-qPCR al día 4 
post-lipofección. 
 

Resultados: Al día 10 de la diferenciación química, se detectó la expresión de marcadores de 
placoda ótica: PAX2 (90,9 ± 0,16%), PAX8 (44,2 ± 0,03%) y BMP7 (86,4 ± 0,24%). También 
fueron detectados marcadores de células ciliadas del oído interno y progenitores neurales: 
POU4F3 (24,2 ± 0,05%), MYOVIIa (10,8 ± 0,05%) y BIII TUBULINA (28,8 ± 0,37%).  Al día 48, se 
observó un aumento de los marcadores de células ciliadas del oído interno (33,2 ± 0,04% 
MYOVIIa, 33,9 ± 0,3% POU4F3 y 14,3% ATOH1), una disminución de los marcadores 
progenitores óticos (46,2 % PAX2 y 15,9% PAX8) y ausencia de marcadores neurales. Otros dos 
marcadores de progenitores óticos (p27kip1 y EYA1) se regularon positivamente después del 
primer paso de diferenciación. Por último, el sistema CRISPR-VP160 activo significativamente a 
los genes SOX2, ATOH1 y POU4F3 (p<0.05) en las células HEK293, y al gen ATOH1 en las hASCs 
(p<0.05).  
 

Conclusión: Los resultados obtenidos nos permiten concluir que es posible obtener in vitro 
células "tipo" ciliadas de oído interno a partir de la diferenciación de hASCs, aportando 
información de referencia para el desarrollo de nuevas terapias de reemplazo celular en 
hipoacúsicos. 
 

Palabras claves: hipoacusia - células ciliadas - oído interno - células madre - reprogramación 
celular - CRISPR - CRISPR/dCas9 
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Summary 

 

Introduction: Hearing impairment is the most frequent sensory deficit in industrialized 
countries. More than 5% of the world's population lives with a disabling hearing loss. In 
mammals, sensorineural hearing loss is irreversible, and the main reason is that the hair cells of 
the adult cochlea have no regenerative capacity. Recent advances in developmental biology, 
genetics, and cell biology of the inner ear have led research in this pathology to new 
therapeutic approaches, including regenerative medicine and stem cells. The aim of this thesis 
is to obtain in vitro inner ear hair cells-like from the differentiation of human mesenchymal 
stem cells from adipose tissue. 
 

Methods and Materials: The stromal vascular fraction of human adipose tissue was isolated 
and cultured. The human adipose stem cells (hASC) were characterized by 
immunocytochemistry and flow cytometry. The hASC were differentiated into otic lineage, 
applying a two-step differentiation protocol for 48 days. The differentiated cells were fixed, and 
RNA extracted at day 10 and 48 to analyze the expression of otic progenitor, neuronal and inner 
ear hair cell markers.   
Additionally, an innovative protocol for activation of endogenous genes by the CRISPR-dCas9-
VP160 system was put into practice.  Four RNA guides were designed to activate the target 
genes, SOX2, ATOH1, POU4F3 and GFI1. The RNA guides and plasmids dCas9-VP160 were 
lipofected in HEK293T cells and hASCs. The results were analyzed by RT-qPCR at day 4 post-
lipofection. 
 

Results: At day 10 of chemical differentiation, otic placode markers expression were detected: 
PAX2 (90,9 ± 0,16%), PAX8 (44,2 ±0,03%) and BMP7 (86,4 ± 0,24%). Neural progenitors and 
inner ear hair cells markers, POU4F3 (24,2 ± 0,05%), MYOVIIa (10,8 ± 0,05%) and BIII TUBULIN 
(28,8 ± 0,37%) were also detected. At day 48, an increase of inner ear hair cell markers (33,2 ± 
0,04% MYOVIIa, 33,9 ± 0,3% POU4F3 and 14,3% ATOH1), a decreased of otic progenitor 
markers (46,2% PAX2 and 15,9% PAX8) and absence of neural markers were seen. Other two 
otic progenitor genes markers (p27kip1 and EYA1) were upregulated after the first step of 
differentiation. 
Finally, the CRISPR-VP160 system significantly activated SOX2, ATOH1 and POU4F3 genes in 
HEK293 cells (p <0.05) and ATOH1 gene in hASC (p <0.05).  
 

Conclusions: Our results allowed us to conclude that hASC can differentiate into inner ear hair 
cell-like in vitro, providing reference information for the development of new cell replacement 
therapies in hearing impaired. 
 

Keywords: Hearing loss - inner ear hair cells - stem cells - inner ear - cell programming  - 

CRISPR - CRISPR dCas9 
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1.                                                       Introducción 

1.1  Hipoacusia 

 

La hipoacusia es una de las discapacidades más frecuentes en los países industrializados. Según 

la Organización Mundial de la Salud (OMS) (2019) más del 5% de la población mundial, es decir 

466 millones de personas, tienen una pérdida auditiva discapacitante (432 millones de adultos y 

34 millones de niños). La pérdida auditiva discapacitante se refiere a una pérdida mayor de 40 

decibelios (dB) en el oído con mejor audición, en adultos y una pérdida auditiva mayor de 30 dB 

en el oído con mejor audición en niños (1). La mayor exposición al ruido y el uso de dispositivos 

electrónicos portátiles contribuyen al aumento de la incidencia de la hipoacusia (2). La OMS 

estima que 1.100 millones de jóvenes (de entre 12 y 35 años) corren riesgo de pérdida de 

audición debido a la exposición al ruido en entornos recreativos y que para el año 2050 el número 

de hipoacúsicos en el mundo ascenderá a 900 millones.  

La pérdida de audición puede deberse a causas genéticas, complicaciones al nacer, ciertas 

enfermedades infecciosas, infecciones crónicas del oído, el uso de medicamentos ototóxicos, la 

exposición al ruido excesivo y el envejecimiento (1). 

Toda sensación auditiva deriva de la emisión de salida de un número reducido de células 

sensoriales. Estas células ciliadas son las traductoras mecanoeléctricas del oído, la deflexión de 

sus cilias en su extremo apical se transmite hacia el polo opuesto dando lugar al potencial de 

acción del nervio auditivo. El ser humano nace con alrededor de 16000 células ciliadas y 30000 

neuronas auditivas (3). 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/BZDK
https://paperpile.com/c/DkFbqT/QqGD
https://paperpile.com/c/DkFbqT/BZDK
https://paperpile.com/c/DkFbqT/Oucn
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La gran mayoría de las hipoacusias son neurosensoriales (HNS), por alteraciones de las células 

ciliadas ubicadas dentro de la cóclea, y en grado variable, de sus neuronas asociadas debido a la 

deaferentación, causadas por la pérdida de factores tróficos (4,5). La neuropatía auditiva, que 

causa sordera por disfunción o degeneración primaria del nervio auditivo, es menos frecuente 

(5,6) 

Las HNS pueden ser congénitas o adquiridas. Dependiendo de su edad de comienzo y el grado, la 

hipoacusia puede afectar la adquisición del lenguaje, el desarrollo cognitivo y psicosocial. Los 

cálculos de la prevalencia de la HNS pediátrica congénita y precoz varían en Europa y Estados 

Unidos entre 1,4 y 3 cada 1000 nacidos vivos (1,7,8). 

La HNS es irreversible y la razón fundamental de esta irreversibilidad es que la cóclea adulta del 

mamífero carece de capacidad regenerativa (9). 

   1.1.2    Opciones terapéuticas 

 

En la actualidad las opciones terapéuticas en las HNS son los dispositivos de amplificación, la 

estimulación eléctrica del nervio auditivo a través del implante coclear (10), la estimulación 

eléctrica de la superficie del núcleo coclear  por medio del implante de tronco cerebral y 

finalmente para aquellos pacientes que no se benefician con ninguna de las prótesis antes 

mencionadas se habían comenzado con ensayos clínicos de una prótesis diseñada para estimular 

el colículo inferior, pero estas no han prosperado  (10–12) . 

Como se verá más adelante en el cuerpo de esta tesis, los recientes avances en biología del 

desarrollo, genética y biología celular del oído interno han llevado la investigación en esta 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/BniS+Y2hI
https://paperpile.com/c/DkFbqT/Y2hI+aoWj
https://paperpile.com/c/DkFbqT/BZDK+3Ieh+YmH6
https://paperpile.com/c/DkFbqT/iJ0X
https://paperpile.com/c/DkFbqT/D23a
https://paperpile.com/c/DkFbqT/D23a+dJwl+5lEH
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patología a nuevas aproximaciones terapéuticas, que incluyen medicina regenerativa y células 

madre. 

 

1.2 Las Células Ciliadas 

 

Las células ciliadas se encuentran en el oído interno y son, junto a sus neuronas asociadas, los 

focos de atención de las investigaciones para futuras terapias. 

   1.2.1    Estructura del oído interno y ubicación de las células ciliadas 

 

El oído interno se encuentra ubicado en el interior del hueso temporal y está formado por la 

cóclea y los órganos vestibulares (13).  

La cóclea es un sistema de conductos óseos enrollados en forma de caracol que contiene al 

órgano sensorial de la audición (Figura 1 A). En conjunto, la cóclea y los órganos vestibulares se 

denominan laberinto. Las estructuras óseas se conocen como el laberinto óseo y el contenido es 

el laberinto membranoso. El laberinto membranoso tiene tres canales llenos de líquido: la escala 

vestibular; la escala timpánica; y la escala media. La escala media, ubicada en medio, está 

separada de la escala vestibular por la membrana de Reissner y de la escala timpánica por la 

membrana basilar (Figura 1 B). La composición iónica del líquido en la escala media es similar a 

la del líquido intracelular, por lo tanto, rica en potasio y baja en sodio, mientras que el líquido en 

la escala vestibular y la escala timpánica es similar a la del líquido extracelular y al líquido 

cefalorraquídeo, por lo tanto, rico en sodio (Na⁺) y pobre en potasio (K⁺). La membrana basilar 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/D2N5
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separa los sonidos según su frecuencia (espectro) y el órgano de Corti, ubicado a lo largo de la 

membrana basilar, contiene las células sensoriales (células ciliadas) que transforman la vibración 

de la membrana basilar en un impulso neural (14).  

El órgano de Corti consiste en células epiteliales que varían tanto en estructura como en función. 

Las células ciliadas cocleares pueden dividirse anatómica y funcionalmente en células ciliadas 

internas y externas. Las células ciliadas internas detectan el sonido y transmiten la información 

al cerebro a través de los nervios aferentes de la vía auditiva, mientras que las células ciliadas 

externas son importantes en la amplificación del sonido y reciben inervación eferente del tronco 

encefálico. Cada célula ciliada está rodeada por células de sostén (Figura 1 C).  La membrana 

tectoria es una lámina acelular secretada en gran parte por las células del surco interno en la 

cresta epitelial mayor. Se ha informado que las células de Claudio y las células de Boettcher 

mantienen el microambiente de la cóclea, con la absorción de Na⁺ o la secreción de óxido nítrico 

(15) (Figura 1 C). 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/goxR/?locator=10
https://paperpile.com/c/DkFbqT/ulTH
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Figura 1 A: Cóclea humana completa. El nicho de la ventana redonda se indica con un círculo. VR: 

membrana de la ventana redonda. La línea blanca indica corte transversal. Extraído de Roy et al, 

2012 (16). B: Sección transversal esquemática a través de la cóclea de mamíferos, que muestra 

la organización de las tres rampas y la posición de las células ciliadas del órgano de Corti (en rojo). 

La ubicación del esquema relativo a la cóclea se ilustra mediante líneas de puntos. El círculo negro 

engloba al órgano de Corti. Extraído de Schimmang y Maconochie 2016 (17). C: Estructura del 

Órgano de Corti. Extraído de Kelley, 2006 (15). 

  1.2.2   Vías de Señalización en la Embriogénesis de las Células Ciliadas en el ratón 

 

El desarrollo del oído interno comienza con un engrosamiento del ectodermo a ambos lados del 

romboencéfalo, llamado placoda ótica que deriva de la región anterior de la placa neural llamada 

región pre-placoda (18). 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/Xicz
https://paperpile.com/c/DkFbqT/lDRM
https://paperpile.com/c/DkFbqT/ulTH
https://paperpile.com/c/DkFbqT/1brh
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La pre-placoda es inducida por una combinación de señales de la placa neural y del mesodermo 

ubicado debajo de ella que requiere de factores de crecimiento fibroblástico (FGF, del inglés 

Fibroblast Growth Factor) y la supresión de genes Wnt (del inglés, Wingless-related MMTV 

integration site)  y de Bmp (del inglés, Bone Morphogenetic  Protein) (19). 

Después de la formación de la pre-placoda el Fgf actúa sobre la pre-placoda para inducir la 

formación de la placoda (20). La expresión de Fgf es necesaria y suficiente para inducir los 

marcadores tempranos de placoda (20,21) como son: Pax8 (del inglés, Paired box gene-8 protein), 

Pax2 (del inglés, Paired box gene-2 protein), Foxi1/3 (del inglés,  Forkhead box I1 y 3) y Sox9 (del 

inglés, Transcription factor Sox-9) (22,23). 

La placoda ótica se invagina y al cerrarse da lugar a la formación del otocisto (24). Para la 

formación del otocisto se establecen tres ejes cardinales que ocurren en diferentes tiempos y 

por diferentes grupos de señales. Los primeros ejes en establecerse son el medio-lateral y el 

anteroposterior, mientras que el eje dorsoventral se determina inmediatamente después. El 

gradiente posterior de ácido retinoico permite la expresión de marcadores anteriores y 

posteriores de genes óticos. El tubo neural provee la fuente de Wnt para crear el gradiente dorsal. 

Estos signos de dorsalización aumentan por el gradiente inhibitorio de Gli3R (del inglés, 

transcriptional repressor Gli3R) mientras que la notocorda instala un gradiente de Shh (del inglés, 

Sonic Hedgehog) que establece el carácter ventral. En este proceso los gradientes de Wnt y Fgf3 

(del inglés, del inglés Fibroblast Growth Factor 3) que tienen origen en el tubo neural establecen 

el eje medial y lateral (25). El Fgf3 y el Fgf10 son necesarios y forman parte de los mecanismos 

de inducción de la placoda ótica. (26) 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/GtVq
https://paperpile.com/c/DkFbqT/lVA6
https://paperpile.com/c/DkFbqT/lVA6+ghDv
https://paperpile.com/c/DkFbqT/HI7M+q9Uj
https://paperpile.com/c/DkFbqT/q75A
https://paperpile.com/c/DkFbqT/Cj57
https://paperpile.com/c/DkFbqT/INK5
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El oído interno se encuentra dividido en dos unidades funcionales: el sector posterior dorsal 

compuesto por el sistema vestibular y el sector inferior y ventral constituido por el ducto coclear 

y la mácula sacular. Los genes marcadores ventrales son Lfng (del inglés, O-fucosylpeptide 3-beta-

N-acetylglucosaminyltransferase), Neurog1 (del inglés, Neurogenin-1), NeuroD1 (del inglés, 

Neurogenic differentiation 1), Sox2 (del inglés, Sex determining Region Y-box 2),  Six1 (del inglés, 

Sineoculis homeobox homolog 1) y Eya1 (del inglés, Eyes absent homolog 1) . Las señales descritas 

definen la partición del otocisto en tres ejes cardinales. El ducto coclear crece de la región ventral 

del otocisto alrededor del día 11 en el ratón. Durante los siguientes 5 días el ducto coclear se 

elonga en dirección anterior y medial hasta alcanzar su longitud final (27)  

En el día 11 (E11) el sector ventral del ducto coclear expresa Sox2 y Jag1 (del inglés, Jagged1) . 

Esto dará lugar a un sector central con la expresión de Sox2 y una línea paralela del lado neural 

del ducto, cerca del ganglio espiral que expresa Jag1 y otra línea que expresa Bmp4 (del inglés, 

Bone Morphogenetic Protein 4) en el sector no neural  (27,28) (Figura 2). 

 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/FMC6
https://paperpile.com/c/DkFbqT/uYwJ+FMC6
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Figura 2:  Diferenciación y especificación del dominio pro-sensorial (DP) y el órgano de Corti (OC) 

entre los días 11.5 y 13.5. Adaptado de Basch et al, 2016 (25).   

 

El órgano de Corti deriva específicamente del dominio pro-sensorial Sox2  localizado en la región 

ventral de otocosito. Después de un período de proliferación y extensión que ocurre entre el E10 

y el E12 las células progenitoras del dominio pro-sensorial salen del ciclo celular comenzando 

desde el ápex del ducto coclear (29–31) (Figura 3). Este proceso desde el ápex a la espira basal 

de la cóclea se extiende desde E12.5 a E14.5. Un factor determinante para este evento es la 

expresión del inhibidor del ciclo celular p27kip1 (del inglés, Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B). 

Como resultado hacia el día E14 todas las células positivas para Sox2 son también positivas para 

p27kip1. El p27kip1 se expresa sólo en las células ciliadas y no se expresa en células por fuera de la 

población de Sox2. Otros inhibidores del ciclo celular como el p19ink4d (del inglés, Cyclin-

dependent kinase 4 inhibitor D) y el p21cip1 (del inglés, cyclin-dependent kinase inhibitor 1) se 

expresan en las células ciliadas y en células de sostén, se cree que esta combinación es necesaria 

para mantener el estado pos-mitótico y la viabilidad de ambas poblaciones celulares. 

En general durante el desarrollo la diferenciación celular y la salida del ciclo celular se encuentran 

íntimamente ligados, con señales de diferenciación celular que llevan a la salida del ciclo celular. 

Esto no ocurre en la cóclea. En el día E13.5 las células de la espira media del ducto coclear se 

empiezan a diferenciar en células ciliadas y expresan el factor de transcripción Atoh1 (del inglés, 

Protein atonal homolog 1). Esta región de células diferenciadas se expande rápidamente hacia la 

base y el ápex de la cóclea entre los 3 y 4 días subsiguientes. De esta manera las primeras células 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/Cj57
https://paperpile.com/c/DkFbqT/XCV2+5nRa+GuGF
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en salir del ciclo celular son las últimas en diferenciarse. Hasta el momento se desconocen las 

señales que dan inicio a la salida del ciclo celular en el ápex coclear (25) (Figura 3). 

 

Figura 3: Desarrollo del conducto coclear. Secciones transversales esquemáticas a través de la 

base del conducto coclear. En E12 el dominio se define por la expresión de Jag1 / Sox2 / Lfng. El 

dominio de expresión de Bmp4 se ubica en el borde lateral del conducto. Las neuronas del ganglio 

espiral en desarrollo se encuentran cerca del borde medial del conducto y en E13 comienzan a 

expresar Shh, que se cree que se difunde en el lado medial del conducto. El gen p27kip1 se expresa 

en un subconjunto de las células Jag1 / Sox2 / Lfng positivas. En E14, la expresión de Atoh1 

comienza en un subconjunto de células positivas para p27kip1. Por E16, las células ciliadas 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/Cj57
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expresan Atoh1, Gfi1, Pou4f3, Bartl1 y Fgfr3 (del inglés, Fibroblast Growth Factor Receptor 3)  se 

expresa en las células del pillar y de Deiter.  En el día posnatal 0 (P0), el patrón celular está 

esencialmente completo. Las células ciliadas positivas para Atoh1 se encuentran rodeadas de 

células de soporte. Las neuronas del ganglio espiral ya no expresan Shh. Abreviaturas: IHC, células 

ciliadas internas, IP, células del pilar interno; KO, órgano de Kolliker; OC, órgano de Corti; 

OP,células del pilar externo. Modificado de Kelley, 2006 y Wu & Kelley, 2012 (15,27). 

 

Las células que expresan Atoh1 (del inglés, Protein atonal homolog 1), (previamente llamado 

MATH1) son capaces de generar células ciliadas y células de sostén en el órgano de Corti. A 

medida que continúa la diferenciación las células ciliadas comienzan a expresar dos miembros de 

la vía de señalización de Notch (del inglés, Notch homolog, translocation-associated) , Jag2 (del 

inglés, Jagged2) y Dll1 (del inglés, Delta-like protein 1)   (32,33) en respuesta a una señal todavía 

no identificada. Estas células se diferenciarán a células ciliadas y darán esta señal a sus vecinas. 

Como consecuencia de la activación de Notch, las células que reciban esta señal expresarán Hey 

(del inglés, Hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif protein ) y Hes (del inglés, 

Transcription factor Hes) que actuando como genes represores de transcripción bloquean el 

programa de diferenciación de células ciliadas, de esta manera las células vecinas adoptarán el 

destino de ser células de sostén (34–36).  Sin embargo, el origen de la complejidad y la asimetría 

de la cóclea del mamífero no se podría explicar simplemente por inhibición lateral (27) (Figura 3) 

Luego de la expresión de Jag2 y Dll1 las células ciliadas comienzan a expresar un grupo de factores 

de transcripción necesarios para su maduración y supervivencia luego de la diferenciación inicial. 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/ulTH+FMC6
https://paperpile.com/c/DkFbqT/NkCJ+I5tv
https://paperpile.com/c/DkFbqT/UbHW+97cl+1A9T
https://paperpile.com/c/DkFbqT/FMC6
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Los genes Gfi1 (del inglés, Zinc finger protein Gfi-1), Pou4f3 (del inglés, Pou domain, class 4, 

transcription factor 3) (previamente llamado Brn3c), y Barhl1 (del inglés, BarH-like homeobox 1) 

son en la actualidad considerados necesarios para la maduración y el mantenimiento de las 

células ciliadas.  

El factor de transcripción Gfi1 se expresa al inicio de la génesis de las células ciliadas y su 

expresión más tarde se torna exclusiva en las células ciliadas (37). El factor de transcripción 

Pou4f3 muestra un comportamiento similar al patrón de expresión de Gfi1. Ambos genes son 

necesarios para la maduración y el mantenimiento de las células(38). De hecho, una combinación 

de Gfi1, Pou4f3 y Atoh1 son suficientes para reprogramar las células hacia células ciliadas (39,40). 

 El tercer factor es el Barhl1 que se expresa en las células ciliadas de la cóclea a partir de E14.5 

(41). Es probable que este factor de transcripción sea el responsable del mantenimiento a largo 

plazo de las células ciliadas y tal vez de su diferenciación final. 

En el inicio de la génesis de las células ciliadas Gfi1 y Pou4f3 son necesarios para una etapa tardía 

de diferenciación, maduración y supervivencia a corto plazo mientras que Bartl1 juega un papel 

esencial en la supervivencia a largo plazo de estas células (42) (Figura 3). 

Cada célula ciliada posee en su ápice un conjunto de estereocilias, entre 50 y 200, que cumplen 

una función esencial en la mecanorrecepción.  La disposición de cada conjunto de estereocilias 

varía según la especie, sin embargo la estructura de cada manojo de estereocilias posee una 

estructura similar en forma de escalera con la estereocilia  más alta en un extremo.  El patrón de 

ensamble de las estereocilias constituye una parte importante en la diferenciación de las células 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/PwNs
https://paperpile.com/c/DkFbqT/Ti3k
https://paperpile.com/c/DkFbqT/qFtQ+FTjl
https://paperpile.com/c/DkFbqT/uY3w
https://paperpile.com/c/DkFbqT/YKPM
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(43). La longitud de las estereocilias de células ciliadas podría regularse mediante el ajuste fino 

de las proteínas reguladoras de actina en cualquier extremo del núcleo del filamento de actina o 

por miembros del grupo de miosinas que están presentes en el grupo de estereocilias como Myo 

Ic (del inglés, Myosin -Ic), MyoIIIa, MyoVI, MyoVIIa  y MyoXVa (44). 

 La caracterización molecular del tejido embrionario del oído interno humano es escasa y cubre 

principalmente etapas de desarrollo ligeramente tardías (de la semana 7 a la semana 18 de 

desarrollo fetal) (45,46). En la figura 4 se compara en una línea de tiempo comparativa entre el 

desarrollo del oído interno en el ratón y el humano. 

Figura 4: La línea de tiempo del desarrollo del ratón (días, en azul), los estadios humanos 

(semanas en negro) resaltan específicamente la maduración del epitelio sensorial coclear. 

Extraído de Roccio y col, 2019. (47) 

 

Como está descrito en esta sección, el destino celular está determinado por un conjunto 

complejo de factores de transcripción y redes epigenéticas que gobierna el programa de 

diferenciación. Las células ciliadas de oído interno en el mamífero adulto se encuentran en un 

estado post-mitótico y son incapaces de desandar este camino recorrido. Sin embargo, en 1988 

dos grupos de investigadores independientes, Corwin y Cotanche (48), y Ryals y Rubels (49) 

reportaron por primera vez que las células ciliadas en las aves se regeneran luego de haber 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/fUKW
https://paperpile.com/c/DkFbqT/7un9
https://paperpile.com/c/DkFbqT/u2O8+fZPr
https://paperpile.com/c/DkFbqT/nH7m
https://paperpile.com/c/DkFbqT/4nkU
https://paperpile.com/c/DkFbqT/VgsV
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sufrido trauma acústico u ototoxicidad. Los dos grupos trabajaron sobre la misma hipótesis “las 

nuevas células ciliadas surgirían de la división de las células de sostén o de la división de alguna 

célula madre latente no identificada”.  La respuesta regenerativa es muy rápida y las células 

entran en el ciclo celular durante las primeras 16 horas (48,49) y el reemplazo se observa a los 2 

ó 3 días. El primer reemplazo parecería darse por la transdiferenciación de las células de sostén 

y la recuperación tardía por la proliferación de estas mismas células  (50,51). Sin embargo, esta 

regeneración no ocurre ante la ototoxicidad con cisplatino (52).   

En los mamíferos la regeneración de células ciliadas posterior a toxicidad por aminoglucósidos  

sólo se comprobó en los órganos vestibulares de ratón y chanchitos de la india (9,53,54), pero la 

densidad celular nunca vuelve a ser la misma y parecería que el reemplazo se realiza por 

transdiferenciación de las células de sostén (9). Algún nivel de regeneración de las células ciliadas 

se ha observado in vitro después de una selectiva ablación de células ciliadas inducida por láser 

en cócleas embrionarias, mientras que muy pocas células fueron regeneradas en el epitelio 

sensorial post-natal en iguales condiciones.  

El órgano de Corti es post-mitótico al nacer en el mamífero adulto y a diferencia de la cóclea de 

las aves, las células de soporte de mamíferos carecen de capacidad de reingresar al ciclo celular 

después del daño y regenerar las células dañadas o perdidas  (55).  

Basados en estas evidencias, los objetivos de las nuevas líneas de investigación en el tratamiento 

de las HNS en humanos son lograr el reemplazo de las células ciliadas en el órgano de Corti y de 

sus neuronas asociadas ya sea por estimulación y regeneración a partir de células endógenas del 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/4nkU+VgsV
https://paperpile.com/c/DkFbqT/9sdi+hQ42
https://paperpile.com/c/DkFbqT/71CZ
https://paperpile.com/c/DkFbqT/iJ0X+OxCw+NTmu
https://paperpile.com/c/DkFbqT/iJ0X
https://paperpile.com/c/DkFbqT/y3sf
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oído, como naturalmente ocurre en no-mamíferos vertebrados, o mediante el trasplante de 

células madre o progenitoras capaces de diferenciarse en células ciliadas del oído interno. 

1.3  Células Madre 

 

Las células madre se definen funcionalmente como células capaces de autorrenovarse y tener la 

habilidad de generar células diferenciadas (56). Son capaces de generar células hijas idénticas 

(autorreplicación), como así también generar células de su progenie con un potencial de 

diferenciación restringido (células diferenciadas) (57). 

La comprensión del significado de la potencialidad en las células madre puede ser el parámetro 

más difícil de incorporar. Una célula madre multipotente se encuentra encima de una jerarquía 

de linaje y puede generar múltiples tipos celulares diferenciados, con distintas morfologías y 

patrones de expresión génica. Al mismo tiempo, muchos argumentaron que una célula 

autorrenovable que solo puede producir un tipo de descendiente diferenciado es una célula 

madre unipotente (58). Quizá esta célula se podría definir mejor como una célula progenitora 

para claridad de la terminología.  Los progenitores son típicamente los descendientes de las 

células madre, sólo que están más restringidos en su capacidad de diferenciación y de 

autorrenovación (59). 

De acuerdo a la potencialidad, existen cuatro tipos de células madre: totipotentes, pluripotentes, 

multipotentes y unipotentes. La denominación de “totipotencial” hace referencia al potencial 

que tienen estas células de generar un embrión completo (tejido embrionario y 

extraembrionario). El término pluripotencial es utilizado para describir las células madre que 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/8kpU
https://paperpile.com/c/DkFbqT/AWQP
https://paperpile.com/c/DkFbqT/oZE7
https://paperpile.com/c/DkFbqT/jY8b
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pueden dar origen a células que pueden diferenciarse en las tres capas germinales embrionarias. 

Ejemplos de células madre pluripotenciales son las células madre embrionarias (ESCs) y las 

células pluripotenciales inducidas (iPSC).  Las células madre multipotenciales son aquellas que 

pueden dar origen a precursores relacionados con una de las tres capas embrionarias. 

Finalmente, la última categoría corresponde a las células madre unipotenciales o progenitoras 

(60). 

 1.3.1  Células Madre Embrionarias 

 

Las células madre embrionarias (ESCs) son células pluripotenciales que derivan directamente de 

la masa celular interna de embriones de preimplantación después de la formación de un 

blastocisto (61).  Esta población de células normalmente produciría el epiblasto y eventualmente 

se diferenciaría en todos los tejidos adultos. Para cuando el cigoto ha alcanzado la etapa de 

blastocisto, el potencial de desarrollo de ciertas células se ha restringido. Las células externas del 

embrión han comenzado a diferenciarse para formar el trofoectodermo. En el ratón una 

población celular cercana al epiblasto se identifica como células germinales primordiales. Estas 

células posteriormente migran y colonizan las crestas genitales donde generarán gametos 

maduros. Estas células cultivadas bajo determinadas condiciones dan lugar a las células 

germinales embrionarias (ESG), que comparten algunas características con las ESCs (62). 

1.3.2   Células Madre Adultas 

 

Las células madre adultas se encuentran en los tejidos de un individuo ya desarrollado. Están 

presentes en: la médula ósea, el tejido adiposo, el sistema neuronal, el sistema gastrointestinal, 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/LTQS
https://paperpile.com/c/DkFbqT/kXrh
https://paperpile.com/c/DkFbqT/6JBC
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el músculo esquelético, el músculo cardíaco, el hígado, el páncreas y el pulmón, entre otros (63–

68).   

Estudios de varios grupos de investigadores sugieren que las células madre adultas son capaces 

de diferenciarse funcionalmente a células especializadas procedentes de capas embrionarias 

distintas a las de su origen; y han sido capaces de probar la pluripotencialidad de células madre 

adultas procedentes de la médula ósea, del tejido adiposo o de sistema nervioso central (68–71).  

Las células madre adultas poseen la capacidad de responder a los cambios del ambiente donde 

se desarrollan cambiando su fenotipo como respuesta (72).  

El origen de la mayoría de las células madre adultas es poco conocido. Los estudios diseñados 

para dilucidar su ontogenia pueden ayudar a revelar sus relaciones de linaje específicas y arrojar 

luz sobre su plasticidad y potencial. La información sobre los orígenes de las células madre 

adultas también ayudaría a entender los programas moleculares involucrados en la 

determinación del linaje, que pueden proporcionar información sobre los métodos para 

manipular su diferenciación (59). 

     1.3.2.1  Células Madre Mesenquimales 

 

Las células madre mesenquimales son células madre adultas. El Comité de células madre 

mesenquimatosas y tisulares de la Sociedad Internacional de Terapia Celular propuso los 

siguientes criterios mínimos para definir MSC humanas: 1. Las MSC deben ser adherentes al 

plástico cuando se mantienen en cultivo estándar de condiciones y forma, 2. Las MSC deben 

expresar CD105, CD73 y CD90, y carecer de expresión de CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79 alpha 

o CD19, y moléculas de superficie HLA-DR y 3. Las MSC deben diferenciarse a osteoblastos, 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/lUbU+bple+mxuA+IlTV+vXEL+cEbZ
https://paperpile.com/c/DkFbqT/lUbU+bple+mxuA+IlTV+vXEL+cEbZ
https://paperpile.com/c/DkFbqT/cEbZ+lPHj+Kpks+IImE
https://paperpile.com/c/DkFbqT/HLZs
https://paperpile.com/c/DkFbqT/jY8b
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adipocitos y condroblastos in vitro (73). Las MSC se han aislado de diferentes tejidos en las 

diferentes etapas de desarrollo del adulto; tales fuentes son el líquido amniótico, la médula ósea, 

el cordón umbilical, la sangre del cordón umbilical y el tejido adiposo (74,75). 

Las MSCs se describen como un subconjunto de células progenitoras que tiene la capacidad de 

diferenciarse en tipos de células derivadas mesodérmicas.  Además, se expanden fácilmente ex 

vivo  (76) y exhiben capacidad de autorrenovación en experimentos in vivo (76,77).  Debido no 

solo a estas propiedades sino también por los resultados obtenidos tanto in vitro como in vivo 

(76–78) las MSCs parecen ser una herramienta particularmente útil y prometedora en Ingeniería 

de Tejidos y Terapia Celular (79).   

   1.3.2.1.1  Células Madre derivadas de Tejido Adiposo 

 

 A lo largo de los últimos años, el tejido adiposo ha sido reconocido como una fuente rica en 

células madre, así como también un tejido con un rol vital en el metabolismo (80). El 

compartimiento o fracción estromal vascular del tejido adiposo, por sus siglas en inglés  SVF, es 

el sitio de origen de las células mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ASCs) (81,82), se cree 

que se ubican entre los adipocitos, en las paredes de los vasos o en el tejido conectivo (83,84). 

La SVF se obtiene luego de la digestión del tejido con colagenasa.  Cuando la SVF es cultivada, un 

grupo de células se adhiere a la superficie de la placa de cultivo; éstas células son las que exhiben 

propiedades de células madre. La SVF contiene además células derivadas de la sangre periférica 

como leucocitos y eritrocitos, células endoteliales vasculares, macrófagos, linfocitos y otras 

células como pericitos y fibroblastos (85). Aproximadamente el 2% de las células de la SVF son 

células madre con potencial multilinaje (86,87). 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/tXDk
https://paperpile.com/c/DkFbqT/7OXR+zkXX
https://paperpile.com/c/DkFbqT/ugKP
https://paperpile.com/c/DkFbqT/ugKP+5a9l
https://paperpile.com/c/DkFbqT/ugKP+5a9l+IpHZ
https://paperpile.com/c/DkFbqT/UGV2
https://paperpile.com/c/DkFbqT/Rptj
https://paperpile.com/c/DkFbqT/0JpE+HKJC
https://paperpile.com/c/DkFbqT/qjvJ+RRnY
https://paperpile.com/c/DkFbqT/7nfE
https://paperpile.com/c/DkFbqT/hhyK+blBr
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Basado en análisis de citometría de flujo, las ASCs expresan antígenos típicos tales como: CD13, 

CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD166, HLA‐I, HLA‐ABC y son negativas para: CD10, CD14, CD24, 

CD31, CD34, CD36, CD38, CD45, CD49d, CD117, CD133, SSEA4, CD106, HLA‐II, HLA‐DR (88) .  

Estas células tienen la capacidad de diferenciarse hacia diferentes tipos celulares de varios 

tejidos: grasa, hueso, cartílago, músculo esquelético, liso y cardíaco, endotelio, hematopoyético 

e hígado y neuronal (89–93). 

 En hombres y mujeres no obesos, el tejido adiposo representa alrededor del 37% de la masa 

corporal total con una distribución variable (80). El tejido puede obtenerse por resección 

quirúrgica o liposucción, el número de ASCs obtenidas puede variar dependiendo del método 

empleado inclusive partiendo de la misma cantidad de tejido adiposo (94,95).  

Por sus características el tejido adiposo sería una fuente prometedora de células madre para 

aplicación en terapias celulares regenerativas ya que cumplen con los criterios sugeridos por 

Gimble y col. para tal fin, éstas deberían estar disponibles en grandes cantidades (10⁶-10⁹ 

células); aislarse utilizando metodologías poco dolorosas; exhibir un gran potencial de 

diferenciación en múltiples linajes; utilizarse con éxito en trasplantes autólogos o alogénicos  y 

poder usarse de acuerdo con  pautas aplicables de buenas prácticas clínicas  (96,97). 

 

2.     Reprogramación celular 

 

Durante la ontogénesis, el destino celular está determinado por un conjunto complejo de 

factores de transcripción y redes epigenéticas que gobierna el programa de diferenciación. El 

proceso de reprogramación generalmente incluye la introducción o regulación de factores claves 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/8aXM
https://paperpile.com/c/DkFbqT/1MJA+dXnS+JgRz+kxZG+wBya
https://paperpile.com/c/DkFbqT/Rptj
https://paperpile.com/c/DkFbqT/tP1Q+0N5V
https://paperpile.com/c/DkFbqT/A4tL+80v9
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de reprogramación que son vitales para el desarrollo de la identidad y la función celular. La 

reprogramación de células somáticas, implica borrar este recuerdo para restablecer la red 

transcripcional intrínseca de una célula en estado pluripotente. 

2.1   Métodos de Reprogramación  

 

Durante el desarrollo y en la homeostasis de los tejidos, las identidades celulares se definen 

mediante programas específicos de expresión génica, que se rigen por factores de transcripción 

centrales. Estos factores interactúan con otros factores de transcripción que funcionan como 

elementos reguladores que actúan de manera cooperativa para activar genes específicos. 

También reclutan otros co-reguladores transcripcionales con actividades de remodelación de la 

cromatina para regular la accesibilidad de la cromatina en secuencias de ADN específicas, así 

como cofactores transcripcionales para activar o inhibir la actividad de la maquinaria 

transcripcional. Estos factores modulan en colaboración la frecuencia, la especificidad y la fuerza 

de la expresión génica para determinar un destino celular particular.  Para reprogramar y 

establecer un nuevo destino a una célula, el equilibrio de la red transcripcional original debe 

romperse. Convencionalmente, la alteración de este equilibrio se produce a través de enfoques 

genéticos, como la sobreexpresión o la eliminación / desactivación de los factores de 

transcripción del núcleo  (98).  

En la última década, los enfoques genéticos tomaron mucha relevancia. Uno de los 

descubrimientos más importantes en este campo fue el realizado por Yamanaka y otros 

investigadores, que demostraron que un cóctel de solo cuatro genes que codifican los factores 

de transcripción Oct4, Sox2, Klf4 (del inglés, Kruppel-like factor 4) y c-Myc (del inglés, transcription 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/5RfB
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factor Myc),  es suficiente para reprogramar fibroblastos de murinos (99) y humanos (100,101) 

en células madre pluripotentes inducidas (iPSc). 

Otra ruta para generar células de un tipo celular diferente con este enfoque es mediante la 

transdiferenciación.  Las células utilizadas en este proceso son células somáticas maduras. La 

transdiferenciación puede ocurrir de tres formas principales. Primero, los transgenes exógenos 

pueden introducirse en las células para sobreexpresar factores claves de transcripción para 

impulsar el proceso de transdiferenciación (102–105) En segundo lugar, los genes endógenos 

vitales para el proceso de transdiferenciación pueden ser específicamente dirigidos y silenciados 

o regulados, utilizando métodos que se centran en la manipulación directa del ADN o el entorno 

epigenético, como CRISPR-Cas9 (del inglés, clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats) (106–110), cuyo concepto será ampliado en la próxima sección. Por último, las vías de 

transcripción pueden dirigirse con pequeñas moléculas que pueden provocar una cascada que 

desencadena la remodelación epigenética o altera directamente el entorno epigenético 

(111,112). El uso de vectores virales para introducir genes exógenos en las células es actualmente 

el método más destacado para inducir la transdiferenciación, pero se ha demostrado que este 

método es relativamente ineficiente (106).  

Entre las estrategias químicas, el uso de factores de crecimiento (FC) ha sido siempre de 

considerable interés. Los FC pueden regular o disminuir las actividades celulares (adhesión, 

proliferación y diferenciación) uniéndose a los receptores de la superficie celular que a su vez 

activan las vías de señalización (113) . En general, los factores de crecimiento han sido definidos 

principalmente por su capacidad para regular la proliferación de células en cultivos. Sin embargo, 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/nq8E
https://paperpile.com/c/DkFbqT/4nyB+4foq
https://paperpile.com/c/DkFbqT/MXJS+23ZT+L8hW+jC74
https://paperpile.com/c/DkFbqT/8Ec7+5AYB+Mh35+GWdP+GiQ2
https://paperpile.com/c/DkFbqT/DZ1v+MK0f
https://paperpile.com/c/DkFbqT/8Ec7
https://paperpile.com/c/DkFbqT/jQjG
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en la actualidad se los reconoce como péptidos multifuncionales que pueden desencadenar una 

amplia gama de respuestas celulares, incluyendo efectos sobre la formación de matriz 

extracelular, la motilidad celular, la supervivencia, la secreción y la expresión y determinación de 

los caracteres de diferenciación.  Por lo tanto, las acciones de los FC pueden subdividirse de 

manera útil en dos categorías generales: efectos sobre la proliferación celular y efectos sobre el 

fenotipo celular (114).  La utilización de ciertas clases de factores de crecimiento es útil para 

lograr la diferenciación de capas germinales específicas. El uso de FC como mecanismo de 

inducción para lograr la diferenciación in vitro hacia distintos linajes celulares es una herramienta 

ampliamente utilizada en la literatura (115–118). 

Recientemente, se descubrió que las moléculas pequeñas (< 1000 Da) son capaces de activar 

rutas de señalización particulares que pueden conducir al crecimiento y diferenciación (119,120). 

Las moléculas pequeñas proporcionan varias ventajas en la reprogramación. Pueden modular 

objetivos específicos de proteínas de forma rápida y a menudo reversible, y así pueden regular 

las funciones celulares con mayor precisión de manera temporal. Además, se pueden aplicar a 

diversas concentraciones y combinaciones para que sus efectos puedan ser ajustados (98).  

Las moléculas pequeñas pueden regular la transcripción génica típicamente a través de cuatro 

clases de mecanismos: como moduladores de la vía de señalización, activando o reprimiendo 

componentes de la transducción de señales para regular la transcripción corriente abajo del gen 

candidato (111); como moduladores de proteínas epigenéticas, regulando la actividad de los 

complejos epigenéticos (121); como reguladores metabólicos, que ajustan el estado celular y 

cambian el equilibrio de metabolitos que sirven como ligandos para proteínas y cofactores para 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/0yKg
https://paperpile.com/c/DkFbqT/rKB7+FpGm+y7kh+CJF6
https://paperpile.com/c/DkFbqT/VyI9+HBvY
https://paperpile.com/c/DkFbqT/5RfB
https://paperpile.com/c/DkFbqT/DZ1v
https://paperpile.com/c/DkFbqT/sAOV
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proteínas epigenéticas (122); como agonistas y antagonistas de receptores nucleares, que 

modulan directamente la transcripción regulando la actividad de los receptores nucleares (123). 

Recientemente, se publicó un sistema predictivo, llamado Mogrify, que tiene como objetivo 

predecir la composición de los factores de transcripción necesarios para la transdiferenciación 

óptima en un tipo celular dado  (124). Combina datos de expresión génica con información de la 

red reguladora para predecir los factores de transdiferenciación necesarios para inducir la 

conversión celular. 

  2.1.1 Reprogramación mediante métodos químicos a células ciliadas de oído interno 

 

El paso inicial para el desarrollo del oído interno es la formación del ectodermo y la posterior 

formación del ectodermo pre-placoda. Muchos protocolos en primera instancia inhiben el factor 

de crecimiento-ß y la vía WNT y activan la vía BMP para promover del desarrollo del ectodermo 

no-neural reduciendo el desarrollo mesodérmico (118,125–128). El factor de crecimiento 

insulínico tipo I, IGF-1 (del inglés, Insulin-like growth factor 1) promueve la formación del 

ectodermo anterior desde donde emerge el ectodermo pre-placoda (115,127). Este ectodermo 

da origen a la placoda ótica, el FGF, especialmente el FGF3 y FGF10 en el ratón, son los mayores 

inductores del dominio posterior del ectodermo pre-placoda que dará lugar a la placoda ótica  

(129). 

 Con el objetivo de diferenciar células madre pluripotentes a células “tipo” ciliadas de oído 

interno se han desarrollado numerosos protocolos. Muchos de ellos comienzan con la generación 

de “cuerpos embrionarios flotantes”, término que se utiliza para describir una colonia celular en 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/RG9G
https://paperpile.com/c/DkFbqT/NVrk
https://paperpile.com/c/DkFbqT/nKK2
https://paperpile.com/c/DkFbqT/YBFl+QgCG+aqpU+m8u3+CJF6
https://paperpile.com/c/DkFbqT/rKB7+aqpU
https://paperpile.com/c/DkFbqT/U0iO
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suspensión que se expande y multiplica in vitro en un medio de cultivo. A esta etapa le sigue un 

tratamiento “paso a paso” con una combinación de proteínas y/o moléculas pequeñas en cultivos 

2D (115,125,127,128,130,131). 

Li y col fueron los primeros que en 2003 lograron generar in vitro células progenitoras de oído 

interno a partir de células madre embrionarias, utilizando 3 líneas celulares: R1, YC5/TYPF y ROSA 

26. Estas células expresaron un grupo de marcadores genéticos cuya combinación se identifica 

con el linaje de las células ciliadas del oído interno. Posteriormente una subpoblación de estas 

células mostró fenotipo de células ciliadas, expresando marcadores de generación y 

mantenimiento de maduración celular. Los mismos autores sembraron las células progenitoras 

en la vesícula ótica de embriones de pollo, obteniendo el desarrollo de células ciliadas también 

in vivo. Las células progenitoras encontradas fuera del oído interno no expresaron los marcadores 

de las células ciliadas. Este evento sostendría la hipótesis que la diferenciación de las células 

ciliadas responde a factores locales en el desarrollo del oído interno del pollo (115) (Figura 5). 

Otros autores utilizaron como órgano dador el cerebro completo de ratas obtenido el día 16,5 de 

desarrollo embriológico, y obtuvieron in vitro células inmunoreactivas para MyoVIIa o Pou4f3, 

pero solo menos del 0,1% expresaron inmunoreactividad para ambos marcadores (131) (Figura 

5).  

Oshima y col publicaron un protocolo paso a paso partiendo de ESCs de ratón e iPSCs, que se 

dirigían a convertirse en ectodermo capaz de responder a factores de crecimiento inductores 

óticos. Las células progenitoras óticas resultantes se sometieron a condiciones de diferenciación 

variables, una de las cuales promovió la organización de las células en grupos epiteliales que 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/rKB7+YBFl+0N2N+z849+m8u3+aqpU
https://paperpile.com/c/DkFbqT/rKB7
https://paperpile.com/c/DkFbqT/z849
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mostraron células similares a células ciliadas con haces de estereocilios. Las células portadoras 

de estos haces respondieron a la estimulación mecánica con corrientes que recordaban las 

corrientes de transducción de células ciliadas inmaduras (125) (Figura 5). Ouji y col lograron 

obtener in vitro células que expresaban marcadores de células ciliadas partiendo de ESCs de ratón 

utilizando en todas las etapas de la diferenciación un único medio de cultivo condicionado a partir 

de la línea celular ST2 (130) (Figura 5). Ronaghi y col partiendo de una línea celular humana de 

ESCs (H9 ESCs), obtuvieron marcadores de células ciliadas, estas células también mostraban 

protusiones apicales similares a estereocilias (127) (Figura 6). 

 

Figura 5: Resumen de estrategias de inducción y caracterización de células "tipo" ciliadas 

derivadas de células madre pluripotenciales de ratón. Las placas de Petri indican cultivos 2D. d: 

día. CE: Cuerpos embrionarios. En recuadro naranja: caracterización, los marcadores moleculares 

se expresan en porcentajes y se indica la mecanosensibilidad. SEM: microscopía de barrido. 

Adaptado de Tang y col (132) 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/YBFl
https://paperpile.com/c/DkFbqT/0N2N
https://paperpile.com/c/DkFbqT/aqpU
https://paperpile.com/c/DkFbqT/rglf
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Otros protocolos son llevados a cabo enteramente en cultivos 2D, dando como resultado 

poblaciones celulares más homogéneas (6,118,133,134).  

Varios autores utilizaron líneas de ESCs humanas con las que lograron obtener células “tipo” 

ciliadas demostrando en ellas propiedades electrofisiológicas (134) (Figura 6). Chen y col 

obtuvieron dos tipos de progenitores óticos capaces de diferenciarse in vitro en células similares 

a las células ciliadas y neuronas auditivas que mostraron las propiedades electrofisiológicas 

esperadas. Además, estas células fueron trasplantadas en un modelo de neuropatía auditiva, los 

neuro progenitores óticos se injertaron, diferenciaron y mejoraron significativamente los 

umbrales de los potenciales auditivos (6). 

Asimismo, utilizando iPSCs humanas otros autores han logrado obtener células que expresaban 

marcadores de células “tipo” ciliadas que en su extremo apical presentaron una estructura similar 

a haces de estereocilias (133) (Figura 6) y que expresaban marcadores de progenitores óticos 

(118) (Figura 6). 

 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/aoWj+lTFZ+7IQE+CJF6
https://paperpile.com/c/DkFbqT/7IQE
https://paperpile.com/c/DkFbqT/aoWj
https://paperpile.com/c/DkFbqT/lTFZ
https://paperpile.com/c/DkFbqT/CJF6
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Figura 6 Resumen de estrategias de inducción y caracterización de células "tipo" ciliadas 

derivadas de células madre pluripotenciales humanas. Las placas de Petri indican cultivos 2D. d: 

día. CE: Cuerpos embrionarios. En recuadro naranja: caracterización, los marcadores moleculares 

se expresan en porcentajes y se indica la mecanosensibilidad. SEM: microscopía de barrido. AR: 

ácido retinoico. RSOK: Recambio de suero Knock-out. Adaptado de Tang y col (132) 

 

Hasta aquí hemos realizado una revisión de los protocolos en los que se han obtenido células 

“tipo” ciliadas de oído interno a partir de ESCs e iPSCs, también Qin y col obtuvieron in vitro 

progenitores neurales (dia:7) y células similares a las células ciliadas maduras que expresan 

MyoVIIa a partir de MSCs provenientes de médula ósea de rata mediante la adición de EGF e  IGF-

1 (135) (Figura 7). Otros trabajos reportan la obtención de células ciliadas a partir de MSCs de 

médula ósea de rata in vitro co-cultivándolas con células de otocisto de pollo o utilizando un 

vector que sobre-exprese Atoh1 teniendo como objetivo activar una cantidad suficiente de este 

gen que permita la diferenciación celular (136) (Figura 7). Otros autores partiendo de MSCs de 

médula ósea humana obtuvieron células "tipo" progenitoras de oído interno exponiendo el 

cultivo antes de la inducción celular a un medio condicionado por células madre auditivas fetales 

(117,137) (Figura 7). También fue reportada la obtención de células ciliadas maduras partiendo 

del neuroepitelio olfatorio de ratones adultos utilizando como medio de cultivo el sobrenadante 

de cultivo de cócleas, no llegando a determinar si eran cocleares o vestibulares (138) (Figura 7).  

https://paperpile.com/c/DkFbqT/rglf
https://paperpile.com/c/DkFbqT/qvhR
https://paperpile.com/c/DkFbqT/TUKA
https://paperpile.com/c/DkFbqT/y7kh+AHn7
https://paperpile.com/c/DkFbqT/k1cO
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Figura 7: Resumen de estrategias de inducción y caracterización de células tipo ciliadas derivadas 

de células madre adultas. Las placas de Petri indican cultivos 2D. d: día. ES: Esferas en suspensión. 

En recuadro naranja: caracterización lograda, los marcadores moleculares AR: ácido retinoico. 

hFACS: Células madre fetales auditivas.              

 

En 2013 Koehler y col lograron desarrollar el primer organoide de oído interno a partir de ESCs 

de ratón. El término organoides de oído interno es utilizado para referirse a cultivos 

tridimensionales de parches epiteliales sensoriales derivados de células madre pluripotentes 

diferenciados hacia la progenie ótica. Los protocolos actuales dan como resultado la generación 
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de epitelios sensoriales que se asemejan a las características generales de los órganos 

vestibulares (126,139–141). Los organoides cocleares se han logrado hasta ahora por expansión 

y diferenciación de células de soporte o precursoras del tejido  sensorial de la cóclea, (142–144). 

Los cultivos en esferas suspendidas y la incrustación de las células en las células de la matriz 

extracelular les permite organizarse como quistes epiteliales, con polaridad apical-basal y 

orientación luminal del manojo de estereocilias. 

 

3.      CRISPR-Cas 

 

Los sistemas CRISPR (en inglés clustered regularly interspaced short palindromic repeats; en 

español repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas) son 

secuencias de ADN que se encuentran en aproximadamente el 40% de los genomas bacterianos 

y en el 90% de los genomas secuenciados de las arqueas (145,146)). Estas secuencias juegan un 

papel clave en el sistema inmunitario procariota, ya que contienen fragmentos de ADN de virus 

que han atacado a las bacterias previamente. Estos fragmentos son utilizados por las bacterias 

para detectar y destruir el ADN de nuevos ataques de virus similares, y así poder defenderse 

eficazmente de ellos (Figura 8). Estos sistemas de defensa actúan en conjunto con proteínas 

nucleasas llamadas Cas (de aquí la denominación CRISPR-Cas para referirse a ellos). Cuando se 

produce una infección viral, las proteínas Cas se asocian con un ARN guía simple cadena (sgARN) 

transcrito a partir de las secuencias CRISPR, que guían al complejo Cas-sgARN hacia secuencias 

específicas del genoma viral y lo cortan y degradan (Figura 8) (146). 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/QgCG+hPOf+BmuB+bWDW
https://paperpile.com/c/DkFbqT/w6Sy+yQQn+TkUg
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
https://es.wikipedia.org/wiki/Arqueas
https://paperpile.com/c/DkFbqT/GVPf+F0CC
https://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_inmunitario
https://es.wikipedia.org/wiki/Procarionte
https://es.wikipedia.org/wiki/Nucleasa
https://paperpile.com/c/DkFbqT/F0CC
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Figura 8: El sistema CRISPR-Cas9 como sistema inmune adaptativo en bacterias. Extraído y 

adaptado de Duroux-Richard 2017 (145). 

 

Recientemente, utilizando este sistema bacteriano se ha desarrollado una novedosa tecnología 

de edición génica, conocida como CRISPR-Cas9. Esta tecnología permite insertar, eliminar o 

cambiar las secuencias de un gen específico. Utilizando un plásmido que codifica para la proteína 

Cas9 y las sgARN, se puede dirigir el sistema dentro de una célula para que corte una secuencia 

deseada que sea complementaria a los sgARN. Esto permite la eliminación funcional de genes o 

la introducción de mutaciones (tras la reparación del corte realizado por la maquinaria celular de 

reparación), como así también la inserción de secuencias enteras por recombinación homóloga 

cuando se incluye un fragmento donor (Figura 9).  

 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/GVPf
https://es.wikipedia.org/wiki/Cas9
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Figura 9: Representación de la tecnología CRISPR-Cas9. KO: knock-out; KI: knock-in. Extraído de 

Duroux-Richard 2017 (145). 

 

3.1 Reprogramación por el Sistema CRISPR-on 

 

Uno de los obstáculos a sortear para desembarcar a la clínica con terapias de reemplazo celular, 

es la incapacidad de obtener fenotipos celulares maduros luego de la reprogramación. Esto 

significa que cuando se llega a reprogramar una célula madre, esta célula reprogramada se 

parece a la célula fisiológica deseada, pero no es igual y sus principales funciones se ven 

empobrecidas. 

Si bien las estrategias de diferenciación utilizando señales exógenas en medios de cultivo 

definidos, permiten obtener fenotipos similares a los maduros, nuevas estrategias están siendo 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/GVPf
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exploradas para mejorar la reprogramación. Una de las posibilidades es trabajar sobre la 

epigenética de las células a reprogramar, empleando la tecnología CRISPR-Cas9 con unas 

modificaciones que se explican a continuación.   

En el año 2013 Lei Qi y su grupo (147)  desarrollaron una estrategia llamada CRISPR-on para 

cambiar el patrón epigenético de un gen y por lo tanto activarlo.  La Cas9 es una ADN 

endonucleasa que posee multidominio y multifunción (148). Contiene dos dominios de nucleasa 

distintos responsables de la escisión del ADN bicatenario:  el dominio HNH de Cas9 escinde la 

cadena de ADN objetivo, mientras que el dominio tipo RuvC de Cas9 corta la hebra 

complementaria (149,150). Mutaciones en ambos dominios de nucleasa dan como resultado una 

proteína de unión al ADN guiada por ARN sin actividad endonucleasa (147,150). Esta Cas9 

deficiente se denomina dCas9 y cuando ésta se fusiona con dominios efectores que poseen 

distintas funciones reguladoras, permite la utilización del sistema CRISPR-dCas9 como una 

plataforma versátil, con un ARN guía que tiene la posibilidad de identificar una secuencia de ADN 

específica sin la actividad de corte. Esta particularidad permite una modificación del genoma más 

allá de la edición permanente del mismo (151), pudiendo modificar la regulación génica (147,152) 

y la modulación epigenética (153,154).  

Específicamente, la fusión de dCas9 a dominios efectores permiten una activación transcripcional 

puntual y eficiente del genoma en diversos organismos (155). El sistema CRISPR-on pueden 

dirigirse a la región promotora específica del gen de interés. La activación puede ser utilizando 

uno o varios dominios activadores como VP64 (cuatro copias de la proteína 16 del virus del 

herpes simple), o un modificador epigenético, como la acetiltransferasa de histonas p300. Por lo 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/sps8
https://paperpile.com/c/DkFbqT/9lya
https://paperpile.com/c/DkFbqT/ZaZ0+7i2h
https://paperpile.com/c/DkFbqT/7i2h+sps8
https://paperpile.com/c/DkFbqT/xFvv
https://paperpile.com/c/DkFbqT/xfHU+sps8
https://paperpile.com/c/DkFbqT/y666+gTpg
https://paperpile.com/c/DkFbqT/7aBp
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tanto, CRISPR-on puede funcionar activando directamente la transcripción, modificando la 

conformación de la cromatina, o bien reclutando activadores transcripcionales y / o epigenéticos 

adicionales en una región blanco del ADN (156). 

El sistema CRISPR-dCas9-VP64 es capaz de activar genes endógenos dirigidos y representa el 

sistema CRISPR-on de primera generación, mientras que todas las demás versiones mejoradas se 

consideran generalmente como sistemas de activación de segunda generación. Además, el uso 

de múltiples sgARNs logra la activación sinérgica de una amplia gama de genes seleccionados y 

la secuenciación de ARNs demostró que la activación genética dirigida era específica sin la 

activación de genes que se encontraban por fuera del objetivo (157,158). Acorde a lo esperado, 

aumentando el número de dominios repetidos de VP16, como dCas9-VP96, dCas9-VP64, dCas9-

VP160 y dCas9-VP192 , la regulación de los genes endógenos resulta más eficiente (106,159–161) 

En definitiva, el sistema CRISPR-on incluye una parte que sirve para posicionar el complejo 

CRISPR-on sobre un gen deseado (la sgARN) y otra parte encargada de activar la expresión (ej: 

dCas9 asociada a VP16) (Figura 10), como así también se puede fusionar a otros dominios 

activadores como veremos en el transcurso de esta tesis. 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/0n4a
https://paperpile.com/c/DkFbqT/uXWD+uzju
https://paperpile.com/c/DkFbqT/9X9p+8Ec7+o2Og+BOnS
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Figura 10: Esquema del funcionamiento del sistema CRISPR-on sobre el ADN. PAM: motivo 

adyacente del protoespaciador (del inglés Protospacer adjacent motif). Cuando el sistema 

CRISPR-on se posiciona sobre un gen, el dominio accesorio VP64 activa el gen mediante el 

reclutamiento de la maquinaria de transcripción. Adaptado de Chen y Qi, 2017 (156). 

 

Esta herramienta molecular se ha utilizado exitosamente por nuestro grupo en protocolos de 

reprogramación celular para activar genes específicos (110) y en futuros ensayos la posibilidad 

de trabajar con el ARNm de estas construcciones, podrían facilitar su desembarco a la clínica.  

https://paperpile.com/c/DkFbqT/0n4a
https://paperpile.com/c/DkFbqT/GiQ2
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4. Justificación de la tesis 

 

Debido a que las células ciliadas del oído interno carecen de capacidad regenerativa, es necesario 

desarrollar nuevas estrategias para generar células ciliadas in vitro que puedan ser usadas en 

futuras terapias de reemplazo celular en pacientes hipoacúsicos.  
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5.                                                                      Hipótesis 

 

Las células madre mesenquimales obtenidas a partir de tejido adiposo humano son capaces de 

diferenciarse en células "tipo" ciliadas de oído interno. 

6.                                                                      Objetivos 

 

General 

El objetivo general de este trabajo de tesis es obtener in vitro células "tipo" ciliadas de oído 

interno a partir de la diferenciación de células madre mesenquimales humanas provenientes de 

tejido adiposo.  

Específicos 

  - Aislar, expandir y caracterizar las células madre mesenquimales de tejido adiposo 

humano. 

 - Diferenciar in vitro células madre mesenquimales de tejido adiposo humano a células 

“tipo” progenitoras óticas y "tipo" ciliadas de oído interno mediante reprogramación química.  

- Caracterizar las células reprogramadas obtenidas mediante reprogramación química. 

- Utilizar el sistema CRISPR-on para la activación de genes específicos del desarrollo de 

células de oído interno. 
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- Complementar la reprogramación química con el sistema CRISPR-on para obtener 

fenotipos maduros.   
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7.                                                                 Capítulo I 

Aislamiento y Caracterización de Células Madre 

Mesenquimales de Tejido Adiposo 

 

7.1  Introducción 

 

A lo largo de los últimos años, el tejido adiposo ha sido reconocido como una fuente rica en 

células madre  (80). El SVF del tejido adiposo es el sitio de origen de las células mesenquimales 

derivadas de tejido adiposo (ASCs) (81). 

Basado en análisis de citometría de flujo, las ASCs expresan antígenos típicos tales como: Stro1, 

CD29, CD73, CD90, CD105 y CD146, y son negativas para: CD14, CD34 y CD45.  Tampoco expresan 

marcadores endoteliales como el factor de von Willebrand  (88,94,162,163). 

Estas células tienen la capacidad de diferenciarse hacia diferentes células de varios tejidos 

pertenecientes o no a la capa embriológica que le dio origen (164).  

Este capítulo tiene como objetivo aislar, cultivar, caracterizar ASCs de origen humano (hASC) y 

demostrar su multipotencialidad hacia los linajes adipogénico, osteogénico y condrogénico. 

 

 

7.2  Materiales y Métodos 

 

Donantes 

Las muestras de tejido adiposo humano fueron obtenidas de pacientes quirúrgicos del Hospital 

Italiano (n: 23) bajo consentimiento informado (Anexo I) de los pacientes y con la aprobación del 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/Rptj
https://paperpile.com/c/DkFbqT/0JpE
https://paperpile.com/c/DkFbqT/8aXM+H1hV+tP1Q+ufPR
https://paperpile.com/c/DkFbqT/1KKE
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Comité de Ética y Protocolos de Investigación (CEPI) del Hospital Italiano de Buenos Aires, 

resolución número E/54. Este tejido habitualmente es descartado por tratarse de cirugías de 

reducción mamaria, lipoaspiraciones y abdominoplastias realizadas por el Servicio de Cirugía 

Plástica. 

 

Aislamiento de la fracción estromal vascular (SVF) 

Las metodologías para aislar células del tejido adiposo fueron descriptas en la década del 60 y 

luego adaptadas para la obtención de la SVF (165–167). En este trabajo se utilizaron muestras de 

tejido adiposo de pacientes sanos, provistas por el Hospital Italiano, a partir del cual se aisló la 

SVF (conteniendo las células madre mesenquimales). 

Las muestras fueron tomadas bajo condiciones asépticas (Figura 11 A), trasladadas al laboratorio 

(Figura 11 B y C)) y lavadas tres veces con Hanks Balanced Salt Solution (HBSS, Sigma, Buenos 

Aires, Argentina) con 2 % de eritromicina (ATB, Gibco, California, EE. UU.) para remover el exceso 

de sangre. El tejido fibroso y los vasos sanguíneos se disecaron y descartaron cuidadosamente 

(Figura 12 A). El tejido restante se disgregó mecánicamente primero y enzimáticamente después. 

Se utilizaron 10 ml de colagenasa tipo I al 0,1 % (Gibco) por cada 1 gramo de tejido. El tejido y la 

enzima fueron incubados durante 45 minutos a 1 hora en cámara de 37°C con agitación suave 

(0,28 g)  en un agitador orbital con calefacción (Thermo Scientific modelo 420). 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/VB8G+KRht+IABB
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Figura 11 A: Obtención y B y C: traslado de las muestras de tejido adiposo al laboratorio 

 

 La actividad de la enzima fue neutralizada con el agregado del doble de volumen de un medio  

conteniendo:  Dulbecco’s modified Eagle medium  (D-MEM, Gibco) suplementado con 20 % de 

Suero Fetal Bovino (SFB, Gibco) y 1 % de eritromicina. Luego las muestras se centrifugaron a 400 

g durante 12 minutos para separar los adipocitos maduros flotantes de la SVF localizada en el 

pellet (Figura 12 B y C). Se descartaron las dos fases superiores conteniendo el aceite, los 

adipocitos flotantes, la enzima, el medio y el suero (fase acuosa). La SVF fue resuspendida en 

medio estándar compuesto por DMEM baja glucosa (Gibco) con 10% de SFB y 1% de ATB. Se 

realizó el recuento celular y se evaluó la viabilidad de las células utilizando el ensayo de exclusión 

con Azul Tripán. Las células fueron sembradas en placas de 60 mm (Cellstar, greiner bio-one) y 

cultivadas en estufa gaseada a 37 ºC, 5 % de CO₂ y 100 % humedad. Una vez alcanzado el 80-100 

% de confluencia se efectuaron los sucesivos pasajes para expandir la población hasta ser usadas 

en los protocolos de diferenciación. 
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Figura 12: Aislamiento de la SVF y cultivo de células madre mesenquimales humanas (hASC). A: 

Digestión mecánica; B: Fases del Centrifugado. El Círculo negro indica la SVF; C: Obtención de la 

SVF. 

 

Cultivo Celular 

Las células madre mesenquimales obtenidas (en adelante hASC - human adipose stem cells-) se 

cultivaron en condiciones estándares (37°C, 5% CO₂) en placas de 30 o 60 mm (Nunc 

International, Roskilde, Denmark) (Figura 13) dependiendo del tamaño del pellet y como se indicó 

en el apartado superior, se empleó medio DMEM suplementado con 20% de SFB y 1% de ATB. 

Luego de 48 horas, las células no adherentes fueron removidas a través de un cambio de medio. 

Una vez que las células primarias (Pasaje 0) alcanzaron el 80-100% de confluencia, las células 

fueron repicadas a través de una digestión enzimática con tripsina-EDTA (0.25%, Sigma) a 37°C 

durante 5 min, lavadas con medio estándar para inactivar la tripsina 1 vez, y luego centrifugadas 

400 g por 10 minutos; para finalmente ser expandidas en placas de cultivo de 100 mm (Nunc 

International, Roskilde, Denmark). El medio de cultivo fue cambiado dos veces a la semana.  Las 

células se mantuvieron en cultivo. Se las caracterizó del pasaje I al VII y se las cultivó hasta el 
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pasaje III - VII, para emplearlas en los diferentes experimentos.  Para los experimentos de 

determinación de capacidad de diferenciación multilinaje se utilizaron células en los pasajes III - 

V. Para los experimentos de diferenciación a progenitores óticos se utilizaron células en los 

pasajes V -VII. 

 

 

Figura 13: Cultivo celular en estufa gaseada a 37 ºC, 5 % de CO₂ y 100 % humedad. 

 

Por otro lado, en este trabajo de tesis se emplearon otras líneas celulares para poner a punto 

ensayos y como controles. Concretamente se utilizaron células de la línea HEK293 y HeLa 

provistas por el Instituto de Medicina Traslacional e Ingeniería Biomédica (IMTIB). Estas células 

fueron sembradas en placas de 30 mm (Cellstar, greiner bio-one) y cultivadas en estufa gaseada 

a 37 ºC, 5 % de CO₂ y 100 % humedad. Se cultivaron en medio estándar (DMEM + 10% de SFB + 

1% de ATB) hasta alcanzar el 70/80% de confluencia, momento en el cual fueron empleadas para 

los experimentos. 

 

Caracterización de las hASC mediante Inmunocitoquímica (ICQ) y Citometría de Flujo  
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Inmunocitoquímica 

Ensayos de ICQ para la caracterización de hASC  

La determinación de marcadores de las hASC se realizó mediante ICQ. Esta técnica permite 

identificar in situ un antígeno celular mediante una reacción antígeno-anticuerpo, que se 

visualiza gracias a una molécula marcadora. Para la inmunomarcación se siguió un protocolo 

previamente puesto a punto para cada anticuerpo utilizado. El protocolo empleado se muestra 

en la tabla suplementaria (Tabla S1). En líneas generales, si se parte de células en cultivo se realiza 

una fijación con paraformaldehido al 2- 4%, mientras que si el material de partida es tejido 

incluido en parafina se realiza una desparafinización e hidratación pasando la muestra por xilol y 

alcoholes de graduación decreciente. El paso siguiente es la recuperación antigénica para el cual 

utilizamos el calentamiento de la muestra en horno microondas como método, utilizando buffer 

de recuperación elegido según cada caso: Buffer Citrato 0,01 M, pH 6 o Tris-EDTA pH 9. Luego se 

realiza un paso de permeabilización con Tritón 0.1% o Metanol Frío y de bloqueo de las uniones 

inespecíficas con el reactivo comercial PowerBlock (Biogenex).  Posteriormente se incuba el 

anticuerpo primario durante toda la noche (en cámara húmeda) a 4ºC. Al día siguiente se incuba 

el anticuerpo secundario y luego se revela con Fluoresceína (FITC) o Texas Red (1:50, 1:200, 

Vector Laboratories, Burlingame, USA) en Solución Buffer Fosfato (PBS) pH 8.2. Por último, en 

algunos casos se realiza una contra-coloración nuclear con el fluorocromo Hoechst 33258 (Sigma) 

durante 20 minutos. Las placas fueron examinadas bajo el microscopio de fluorescencia (Nikon 

Eclipse E400) y las imágenes fueron captadas por una cámara digital acoplada al mismo (Nikon 

DS-Fi2).  
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En todos los casos se realizaron controles de especificidad sustituyendo el anticuerpo primario 

con un suero no inmune. Los controles positivos consistieron en tejidos cuya reacción positiva 

fue comprobada con anterioridad (Tabla S2).  

 

Citometría de Flujo 

Las hASC se caracterizaron fenotípicamente con un panel de anticuerpos para células madre por 

Citometría de flujo. Los anticuerpos utilizados fueron Anti CD29, CD73, CD90, CD105, CD45, 

CD34, CD14 y CD 146. 

Se lavaron las placas de cultivos con HBSS y se repicaron a través de una digestión enzimática con 

tripsina-EDTA 0.25% a 37°C durante 5 minutos, se lavaron con medio estándar para inactivar la 

tripsina, y luego se centrifugaron a 400 g por 10 minutos; el pellet celular se resuspendió en PBS, 

se cuantificó la muestra en cámara de Neubauer. Se fijaron las células con 100 µl de 

paraformaldehido al 4% por 10 minutos. En cada ensayo se utilizaron 100 µl de muestra 

conteniendo aproximadamente 250.000 células. Se adicionó 5 µl de solución de albúmina (Sigma-

Aldrich) 2mg/ml junto con el volumen correspondiente de cada anticuerpo de citometría 

utilizado, se incubó en oscuridad por 15 minutos a temperatura ambiente.  Se lavó con PBS y 

finalmente se resuspendió en 1ml de PBS. En estas condiciones se realizó la adquisición y el 

análisis con el citómetro de flujo (Sysmex, modelo: CyFlow® Spacecon) panel para células madre: 

CD90, CD73, CD105, CD14, CD34, CD45, 146 (BD Pharmingen/BD Biosciences, Nueva Jersey, 

Estados Unidos). 

 

Potencial multilinaje 
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Se corroboró el potencial multilinaje de las hASC llevándose a cabo inducción osteogénica, 

adipogénica y condrogénica (80,164,168). 

 

 Diferenciación Osteogénica  

Para la diferenciación osteogénica, las hASC (pasaje III - V) fueron sembradas a una densidad de 

3000 células/cm2 e incubadas en medio estándar hasta alcanzar 60% de confluencia. El medio 

fue reemplazado con medio de inducción osteogénico, el cual consiste en medio estándar 

suplementado con 10 µM β-glicerofosfato (Sigma-Aldrich), 50 µM ascorbato-2-fosfato (Sigma-

Aldrich), 100 µM dexametasona (Sigma-Aldrich) . El medio osteogénico fue cambiado dos veces 

a la semana hasta completar los 21 días de diferenciación. Los cultivos control fueron mantenidos 

en medio estándar. 

Al día 21, las células fueron fijadas en etanol 70% frío durante 60 minutos y luego la diferenciación 

osteogénica fue evaluada incubando las células fijadas durante 30 minutos en la solución acuosa 

de Rojo Alizarina al 2% (Biopack, Buenos Aires, Argentina). 

 

Diferenciación Adipogénica 

Para la diferenciación adipogénica, las hASC (pasaje III - V) fueron sembradas y cultivadas en 

monocapa hasta que alcanzaron 60% de confluencia. Los cultivos subconfluentes fueron 

incubados en medio de inducción adipogénico conteniendo DMEM alta glucosa (Gibco), 10% SFB, 

1% ATB, 1 µM dexametasona (Sigma-Aldrich), 0.5 mM de isobutilmetilxantina (IBMX) (Sigma-

Aldrich), 10 µM de insulina (Gibco) y 200 µM indometacina (Sigma-Aldrich), durante 2 días, y 

luego en medio de mantenimiento adipogénico conteniendo DMEM Alta Glucosa, 10% SFB, 1 µM 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/Rptj+RnEQ+1KKE
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dexametasona y 10 µM de insulina durante otros 2 días. La inducción fue llevada a cabo 

cultivando las células 2 días en medio de inducción, luego 2 días en medio de mantenimiento, y 

así sucesivamente hasta completar los 21 días de protocolo. Los cultivos control fueron 

mantenidos en medio estándar durante los 21 días de diferenciación. 

La adipogénesis fue evaluada utilizando la coloración de Oil Red O (Biopack), para lo cual las 

células fijadas en 4% de paraformaldehído fueron incubadas en solución de Oil Red O preparada 

en el día durante 20 a 50 minutos. 

 

Diferenciación Condrogénica 

Para la diferenciación condrogénica, se utilizaron dos sistemas de cultivo: en micromasa y en 

pellet. En el primero de ellos, se sembraron en una placa de cultivo 4 microgotas de 10 µl 

conteniendo 100.000 células cada una, se incubó la placa con las microgotas durante 2 horas en 

la estufa gaseada a 37ºC, y a continuación se agregó el medio de inducción condrogénico. En el 

segundo sistema, las hASC fueron ligeramente centrifugadas en un tubo cónico de 15 ml (Nunc) 

para formar pequeños pellets y cultivarlos 21 días en el medio condrogénico. Este medio consiste 

en medio estándar suplementado con 20 µg/ml TGF-β1 (Sigma-Aldrich), 40 µg/ml L-prolina 

(Sigma-Aldrich), 50 µg/ml ácido ascórbico (Sigma-Aldrich), 100 nM dexametasona, 100 µg/ml 

piruvato de sodio (Sigma-Aldrich), 6.25 mg/ml insulina, 6.25 mg/ml transferrina (Sigma-Aldrich) 

y 6.25 ng/ml selenito de sodio (Sigma-Aldrich). El medio de inducción fue renovado cada 3 días 

durante los 21 días de protocolo. 
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Los acúmulos o pellets condrogénicos fueron fijados en 4% de paraformaldehído durante 30 

minutos a temperatura ambiente. Las muestras fueron incluidas en parafina, cortadas con 

micrótomo y las secciones teñidas con la solución de Azul de Toluidina (Biopack) al 1%. 

 

Análisis estadístico 

Para cada marcador evaluado por ICQ se contaron en 10 campos (40X) al azar la cantidad de 

células totales y el porcentaje de células positivas. 

 

7.3 Resultados 

 

Se procesaron 13 muestras de tejido adiposo humano, a partir de las cuales se obtuvo la fracción 

estromal vascular que contiene a las hASC. Se realizó el cultivo de las mismas hasta el pasaje VII. 

Se observó una población celular heterogénea en los primeros pasajes que se fue 

homogeneizando hasta la obtención de una población de células con morfología ahusada, tipo 

fibroblastoide fusiforme característica. Las células se adhirieron al plástico de la placa de cultivo 

y se autorreplicaron (Figura 14). 
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Figura 14: Morfología de las hASC. Fotografías microscópicas. A: pasaje 0 a 3 días de cultivo; B: 

pasaje I. Magnificación original 10X.  C: pasaje II; D: pasaje III; E: pasaje IV; F: pasaje V. 

Magnificación original 40X. Barra 50 µm 

 

Se realizó la caracterización por inmunocitoquímica de las hASC de los pasajes I a VII, las células 

expresaron CD90, CD29, CD73, CD105, Nestina y Stro1 (Figura 15). En la tabla 1 se puede observar 

la expresión génica de los marcadores característicos de estas células CD90, CD29, CD73, CD105 

y Stro1 durante los sucesivos pasajes.  
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Figura 15:  Caracterización de las hASC (pasaje V) por inmunocitoquímica. Fotomicrografías 

donde se observa la expresión de CD29, CD90, CD105, CD75 y Stro1. Magnificación original 60X. 

Controles positivos de CD29, CD90, CD105, CD73 y Stro1 médula ósea de ratón. Magnificación 

original 10X. Barra 50 µ 
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Tabla 1: Porcentaje de células positivas para los marcadores de hASC en los sucesivos pasajes.  

 

 

En contraste, y por el mismo método, se observó, en las hASC (pasaje I a VII) ausencia de los 

marcadores CD34 (Figura 16 A) y CD45 (Figura 16 B),  asociados con células madre de médula 

ósea. Las marcaciones endoteliales con el factor de Von Willebrand y Actina resultaron también 

negativos (datos no mostrados). 
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Figura 16: Caracterización de las hASC (pasaje V) por inmunocitoquímica. Fotografías de la 

microscopía. Se observó ausencia de expresión de los marcadores hematopoyéticos en las hASC 

(A:  CD34 y B: CD45). Magnificación original 40X.  Controles positivos C: CD34 (rojo) y D: CD45 

(rojo) extendido de médula ósea de ratón. Magnificación original 10X.  Barra 50 μm. 

 

También se caracterizaron las hASC en pasaje V por citometría de flujo utilizando el panel de 

anticuerpos como se describió en materiales y métodos de este capítulo. En esta población se 

observaron marcadores de superficie positivos para CD73 (37%) (Figura 17 B), CD90 (87%) y 

CD105 (49%) (Figura 17 A). El 48% de las células co-expresaban CD105 y CD90 (Figura 17 A). Los 

marcadores DC45 (Figura 17 B), CD34, CD146 (Figura 17 C) y CD14 (Figura 17 A) fueron negativos. 
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Figura 17: Caracterización de hASC por citometría de flujo. A: Ensayo con marcadores CD90, 

CD105  y CD14; B:  Ensayo con marcadores CD45 y CD73 y C :  Ensayo con marcadores CD34 y 

CD146. 

 

Potencial multilinaje 

Al cultivar las hASC en los medios de diferenciación específicos para cada linaje éstas se 

diferenciaron al linaje adipogénico, osteogénico y condrogénico. 
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Diferenciación Osteogénica  

Posterior al tratamiento con el medio osteogénico, se observó la formación de acúmulos de 

células (Figura 18 B). La tinción positiva con el colorante Rojo Alizarina que detecta la formación 

de cristales de calcio, indicó su diferenciación al linaje osteogénico (Figura 18 D). Este 

comportamiento no se observó en las hASC sin tratar (Figura 18 C). 

   

Figura 18: Diferenciación osteogénica. Fotografías microscópicas. Cambios morfológicos; A: 

Control células hASC y B: Células diferenciadas. Tinción con Rojo Alizarina; C: Control células hASC 

y D: Células diferenciadas. Magnificación original 40X. Barra: 100 μm.  
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Diferenciación Adipogénica 

Al finalizar el protocolo de diferenciación adipogénica (21 días), se comprobaron cambios 

morfológicos (Figura 19 B y C) y la presencia de gotas lipídicas intracelulares coloreadas con Oil 

Red (Figura 19 E y F). No se observó tinción con el colorante en las hASC sin diferenciar (Figura 

19 A y D). 

 

Figura 19: Diferenciación adipogénica. Fotografías microscópicas. Cambios morfológicos; A: 

Control células hASC, B y C: Células diferenciadas; D:  control células hASC; E y F células 

diferenciadas teñidas con Oil Red. Magnificación original 40X. Barra 50 μm. 

 

 Diferenciación Condrogénica 

Luego de la diferenciación condrogénica, las células formaron acúmulos y revelaron la secreción 

de una matriz de glicosaminoglicanos teñida de azul con el colorante Azul de Toluidina 
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característico del linaje condrogénico (Figura 20). En contraste, las hASC sin diferenciar no fueron 

capaces de formar acúmulos compactos y no se tiñeron con Azul de Toluidina (Figura 20). 

 

 

Figura 20: Diferenciación condrogénica. Fotografías microscópicas. Cambios morfológicos; A: 

Control células hASC y B: Células diferenciadas en acúmulos.  Corte de acúmulos incluidos en 

parafina, C: Control células hASC y D: Células diferenciadas teñidas con Azul de Toluidina. Barra: 

100 μm.    
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7.4   Discusión 

 

Las hASC  aparecen como la población celular ideal para el uso en medicina regenerativa: son 

abundantes en suministro y fácilmente obtenibles desde tejido adiposo; podrían usarse en forma 

autóloga, no serían inmunogénicas; tienen una naturaleza multipotencial y fácilmente 

diferenciables en varias líneas celulares; tienen un potencial significativo de angiogénesis; se 

pueden cultivar fácilmente y tienen una gran afinidad por los andamios 3D (97,165–167). En este 

protocolo se tuvieron en cuenta estas características de las hASC al momento de elegirlas como 

punto de partida para la diferenciación a células “tipo” ciliadas de oído interno. 

Para la realización de este estudio hemos utilizado el método enzimático descrito por Zuk y col 

en el 2001 (168) Si bien se han reportado diferentes métodos para el aislamiento de hASC (165–

167,169,170), el protocolo descrito en 2001 por Zuk y colaboradores es el método más utilizado 

para el aislamiento de ASC. Estos métodos enzimáticos, se encuentran destinados principalmente 

a fines experimentales, y se consideran menos adecuados en la práctica clínica ya que las enzimas 

proteolíticas pueden afectar la viabilidad celular y los antígenos de superficie (171). Sin embargo, 

se han publicado varios estudios clínicos que utilizaron SVF digerido con enzimas obteniendo 

excelentes resultados (172–174). Otros grupos han descrito el aislamiento de ASC utilizando 

métodos no enzimáticos (85,175–177), pero estos requieren grandes cantidades de lipoaspirado 

y tienen una menor eficiencia en la recuperación celular en comparación con los métodos 

enzimáticos (178). 

Las células obtenidas de la SVF del tejido adiposo pueden utilizarse frescas, recién aisladas o 

cultivarlas antes de su uso. Las ASCs recién aisladas parecen ser una población más heterogéneas 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/80v9+VB8G+KRht+IABB
https://paperpile.com/c/DkFbqT/RnEQ
https://paperpile.com/c/DkFbqT/VB8G+KRht+IABB+2ncf+fzDI
https://paperpile.com/c/DkFbqT/VB8G+KRht+IABB+2ncf+fzDI
https://paperpile.com/c/DkFbqT/y711
https://paperpile.com/c/DkFbqT/ndIl+eeie+pMRu
https://paperpile.com/c/DkFbqT/8VQR+4Z8u+7nfE+FIcf
https://paperpile.com/c/DkFbqT/esst
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en comparación con las células recolectadas y luego cultivadas (179). La forma del cultivo más 

utilizada es la monocapa (179–181). Con el objetivo de trabajar con un grupo celular más 

homogéneo, en este estudio se tomó la decisión de cultivar las células antes de someterlas a los 

diferentes protocolos de diferenciación. 

La caracterización de las células obtenidas desde la SFV, siempre se realiza en estudios de ASC 

para confirmar la naturaleza mesenquimal de las células aisladas (182). En este trabajo se 

evaluaron los marcadores de las hASC entre los pasajes I a VII observándose un aumento de los 

mismos en los sucesivos pasajes. Las hASC utilizadas en los protocolos de diferenciación se 

encontraban entre el pasaje V y VII. El perfil de expresión de los antígenos de superficie de las 

hASC en este estudio se corresponde con los resultados publicados de otros grupos cuando se 

comparan los resultados cuantitativos (162,163,183). El inmunofenotipo en conjunto con los 

otros criterios funcionales (adhesión a la placa y diferenciación a los 3 linajes: osteogénico, 

adipogénico y condrogénico) son en la actualidad la mejor manera de identificar a las células 

madre mesenquimales (73). Quisimos comparar nuestros porcentajes de marcadores de hASC 

con los de otros autores que también utilizaron estas células en protocolos de diferenciación y 

encontramos que varios autores no informan los porcentajes de los marcadores obtenidos (184–

190) 

De acuerdo con los criterios definidos, para completar la caracterización de las ASCs, además de 

los marcadores moleculares, se debe comprobar su multipotencialidad y capacidad de 

diferenciarse a linajes osteoblásticos, condrocíticos y adipocíticos (191). En algunos casos, se 

proponen kits comerciales adecuados que contienen suplementos de medios especialmente 

formulados y soluciones de tinción citoquímica y / o un panel de anticuerpos para evaluar la 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/3Oml
https://paperpile.com/c/DkFbqT/3Oml+PYDF+iiWt
https://paperpile.com/c/DkFbqT/YDeb
https://paperpile.com/c/DkFbqT/ufPR+H1hV+WkJo
https://paperpile.com/c/DkFbqT/tXDk
https://paperpile.com/c/DkFbqT/oANO+eJ0R+ZwzN+Penc+nOST+8dXQ+C6pu
https://paperpile.com/c/DkFbqT/oANO+eJ0R+ZwzN+Penc+nOST+8dXQ+C6pu
https://paperpile.com/c/DkFbqT/49Wu
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diferenciación que ocurre en los diferentes linajes celulares (179). En este estudio no se utilizaron 

kits comerciales y se llevaron a cabo los protocolos propuestos por tres trabajos de referencia  

(80,164,168), pudiendo comprobar por medio de tinciones citoquímicas la multipotencialidad de 

las hASC a los tres fenotipos esperados (adipogénico, condrogénico y osteogénico).  

 

7.5 Conclusión 

 

Los protocolos llevados a cabo en este trabajo demostraron ser eficientes para aislar y cultivar 

hASC desde la SVF del tejido adiposo. Las células obtenidas exhibieron la capacidad de 

autorrenovarse y expresar marcadores fenotípicos característicos de células madre 

mesenquimales por inmunocitoquímica y por citometría de flujo. Las hASC mostraron adhesión 

a la placa, se multiplicaron y demostraron su multipotencialidad al diferenciarse a diferentes 

linajes mesenquimales: adipogénico, condrogénico y osteogénico al ser sometidas a medios de 

cultivo específicos.

https://paperpile.com/c/DkFbqT/3Oml
https://paperpile.com/c/DkFbqT/Rptj+RnEQ+1KKE
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8.                                                            Capítulo II 

Reprogramación Celular por Métodos Químicos 

 

8.1 Introducción 

 

Se han realizado muchos esfuerzos para optimizar el sistema de reprogramación utilizando 

proteínas permeables a la membrana celular y compuestos de moléculas pequeñas (124). Se han 

identificado moléculas pequeñas para mejorar y permitir la reprogramación mediante la 

regulación de diversos mecanismos y proporcionar un enfoque altamente temporal para modular 

el destino y las funciones celulares (98).  

Este capítulo tiene como objetivo diferenciar in vitro hASC en células “tipo” ciliadas de oído 

interno utilizando métodos químicos. 

 

8.2 Materiales y Métodos 

 

Diferenciación química de hASC a células “tipo” progenitores óticos (10 días) + células “tipo” 

ciliadas (38 días más) 

Para este experimento se utilizaron hASC entre los pasajes V y VII de cultivo. Se realizó la puesta 

a punto del protocolo de diferenciación de progenitores óticos + células ciliadas, obteniéndose 

los resultados esperados empleando 10 días de diferenciación a progenitores óticos + 38 días de 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/nKK2
https://paperpile.com/c/DkFbqT/5RfB
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diferenciación a células ciliadas (Figura 21) con cambio del 70% del medio cada 6 días. Los medios 

de cultivo, suplementos y factores de crecimiento utilizados fueron los siguientes:  

 

● Para la diferenciación a células “tipo” progenitores óticos: 

DMEM Alta Glucosa: F12 (1:1) (Gibco) + suplemento B27 (2%) (Gibco)+ suplemento N2 (1%) 

(Gibco)+ 50 ng/ml FGF3 (R&D Systems Minneapolis, EEUU) + 50 ng/ml FGF10 (R&D Systems)  + 

50 ng/ml IGF-1(Invitrogen, Buenos Aires, Argentina). 

● Para la diferenciación a células “tipo” ciliadas: 

DMEM Alta Glucosa: F12 (1:1) + suplemento B27 (2%) + suplemento N2 (1%). 

El B27 y el N2 son suplementos químicamente definidos, libres de suero que contienen vitaminas, 

proteínas y otros componentes que enriquecen el medio basal. 

Al finalizar el protocolo se estudiaron los marcadores: PAX2, PAX8 y BMP7 (del inglés, Bone 

morphogenetic protein 7), EYA1 y p27kip1 como marcadores de células “tipo” progenitoras óticas, 

y los genes MYOVIIa, POU4F3 y ATOH1 como marcadores de células "tipo" ciliadas de oído 

interno. Además, se analizaron los marcadores NESTINA y βIII-TUBULINA como marcadores 

neurales. 

 

Figura 21: Esquema del protocolo de diferenciación química. 

 

Ensayos de ICQ para la caracterización de hASC reprogramadas por métodos químicos 
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La determinación de marcadores de células ciliadas se realizó mediante ICQ según técnica 

descrita en materiales y métodos del Capítulo I. Los anticuerpos, las diluciones y los controles 

positivos utilizados en esta sección se especifican en la Tabla 2. 

 

Tabla 2: Anticuerpos utilizados en la caracterización de células “tipo” progenitoras óticas y células 

"tipo" ciliadas de oído interno. 

 

 

Extracción de ARN total y tratamiento con DNasa 

Para extraer ARN a partir de las hASC sin tratamiento y después de la diferenciación a células 

"tipo" progenitores óticos y a células "tipo" ciliadas de oído interno se empleó el kit de extracción 

RNeasy mini kit (Quiagen; Venlo, Netherlands). Previamente se obtuvo el pellet por 

centrifugación de las células y se procedió como lo indica el fabricante del kit.  

El ARN obtenido fue cuantificado mediante lectura en espectrofotómetro a una longitud de onda 

de 260 nm, esperando obtener una concentración mínima de 200 mg/ml.  Posteriormente se 

procedió a tratar las muestras de ARN obtenidas con DNasa, para eliminar posible contaminación 

con ADN. Para ello se empleó 1-5 µg de ARN y se siguió el protocolo del kit de RQ1 DNasa 

(Promega, Estados Unidos), incubando los reactivos provistos en un baño a 37°C durante 30 
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minutos. Posteriormente se volvió a leer cada muestra en espectrofotómetro a 260 nm, y luego 

fueron guardadas a -80°C hasta su utilización.  

 

Chequeo eliminación de ADN 

Se realizó una PCR con un gen de control interno que amplifica ADN genómico además del cDNA 

(es decir, cuyos primers se encuentran dentro del mismo exón). La eliminación completa de ADN 

durante el tratamiento con DNasa mostró ausencia de banda en las muestras de ARN extraído. 

Se utilizó una muestra de ADN genómico como control positivo.  

 

 Retrotranscripción 

A partir de cada ARN obtenido se realizó transcripción reversa (RT) para obtener el 

correspondiente ADN copia (ADNc). La reacción de RT se llevó a cabo empleando cantidades 

iguales de cada ARN (1 µg). En un primer paso se mezcló en un tubo de reacción, cada ARN, 

Oligo-dt como cebadores (0.5 µg/µl, Promega), Stop Solution (1 µg/µl DNasa utilizada) y se 

completó con agua hasta 20 µl. La reacción se llevó a cabo en un termociclador, a 70°C durante 

5 minutos Luego se agregaron el resto de los reactivos: Buffer 5X, MgCl₂ 25 mM, dNTPs 10 mM 

y por último se agregó el Inhibidor de RNAsas-RIBOLOCK y la Enzima RT-Improm II (200U/µl, 

Promega) y se continuó la reacción a 25°C por 5 minutos, 1 h a 42°C y 15 minutos a 70°C. Las 

reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Applied Biosystem Veriti (TermoFisher 

Scientific). El cDNA obtenido fue guardado a -20°C hasta su utilización. 
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PCR punto final 

Luego de realizada la extracción de ARN y posterior RT, se determinó la expresión del ARNm de 

los genes p27kip1, EYA1, ATOH1 y βIII-TUBULINA. Para amplificar estos genes se diseñaron 

oligonucleótidos (Tabla 3) utilizando el software Vector NTI Suite versión 6.0 (Infomax Inc., North 

Bethesda, MD, USA) y la herramienta online disponible de diseño de primers Primer-BLAST 

(NCBI). Los oligonucleótidos fueron probados y puestos a punto mediante reacciones de PCR 

punto final, confirmando la presencia de los productos por electroforesis en geles de agarosa al 

1,5 - 2%. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo siguiendo un protocolo estándar que consistió 

en ciclos (entre 30 y 40) de desnaturalización a 95°C (30 segundos), hibridación (30 segundos) a 

T° específica para cada primer y extensión a 72°C (30 segundos) (Tabla 3). Como gen de referencia 

se usó la determinación del ARNm del  gen de Beta actina (Tabla 3). La temperatura de 

hibridación para cada amplicón se determinó mediante análisis in silico utilizando el software 

Vector NTI y Primer-Blast. Los controles sin ADNc fueron incluidos en todos los ensayos, los cuales 

no produjeron amplificación. 

Tabla 3: Secuencia y condiciones de los oligonucleótidos empleados (Integrated DNA 

Technologies) 
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Análisis estadístico 

Para cada marcador evaluado por ICQ se contaron en 10 campos (40X) al azar la cantidad de 

células totales y el porcentaje de células positivas. Los resultados se expresan como la media ± 

DE.  El análisis de la expresión del ARNm de los genes evaluados por PCR se realizó de manera 

cualitativa mediante la visualización en geles de agarosa al 2%. 

 

8.3 Resultados 

 

Cambios morfológicos durante la reprogramación química 

 

A lo largo de la reprogramación química las células sufrieron cambios morfológicos que fueron 

observados durante el primero y el segundo paso de diferenciación. Las hASC en las placas 

controles mantuvieron sus características: células grandes, con sus citoplasmas extendidos y su 

núcleo central. En las placas tratadas los citoplasmas se fueron retrayendo, hacia el núcleo, dando 
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lugar a cuerpos celulares más compactos con extensiones citoplasmáticas. Los cuerpos celulares 

se volvieron cada vez más esféricos y refringentes (Figura 22) 

 

Figura 22: Microscopía. Cambios morfológicos de las hASC durante la reprogramación química a 

los 0, 5 y 10 días del primer paso (10 días) y a los 13, 24 y 48 días del segundo paso (38 días). 

Magnificación original 40X. 

 
 
Diferenciación de hASC a células "tipo" progenitores óticos y a células "tipo" ciliadas de oído 

interno. 

Se estudiaron 3 muestras siguiendo el protocolo de reprogramación química en 2 pasos. Se 

analizó la expresión de ARNm de p27kip1, EYA1, ATOH1 y βIII-TUBULINA en las hASC y en las células 

sometidas a reprogramación química a los 10 y 48 días. Se observó ausencia del marcador neural 

βIII-TUBULINA en los 3 casos. Otros genes marcadores de progenitores óticos como el p27kip1 y 

Eya1 se encontraron en las células diferenciadas a “tipo” progenitores óticos (10 días), esta 

expresión disminuyó en las células “tipo” ciliadas de oído interno (48 días). No se observó la 

expresión de ATOH1 en ninguna de las muestras (Figura 23). 
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Figura 23: Expresión del ARNm de genes óticos y neurales en hASC y después de la diferenciación 

a células “tipo” progenitores óticos (10 días) y de la diferenciación a células “tipo” ciliadas (48 

días). d: día. 

 

Se estudió por inmunocitoquímica la presencia de los genes PAX2, PAX8 y BMP7, como 

marcadores de células “tipo” progenitoras óticas, los genes MYOVIIa, POU4F3 y ATOH1 como 

marcadores de células "tipo" ciliadas de oído interno y βIII-tubulina como marcador neural al 
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finalizar ambas etapas del protocolo. Después de 10 días de diferenciación, se detectó la 

expresión de marcadores de células "tipo" progenitores, presentes en la placoda ótica: PAX2, 

PAX8 y BMP7 (Tabla 4). Consistentemente con la presencia de progenitores de células neurales 

y del oído interno, POU4F3, MYOVIIa (Tabla 4), βIII-TUBULINA (28,8 ± 0,37 %) y NESTINA también 

fueron detectados. No se detectó la expresión de ATOH1. Las placas controles fueron negativas 

para la marcación de los anticuerpos mencionados a excepción de la NESTINA (Figura 24). 

En el día 48, se observó un aumento en la expresión de los marcadores de células ciliadas del 

oído interno MYOVIIa , POU4F3 y ATOH1, y una disminución de los marcadores de progenitores 

óticos PAX2 y PAX8 (Tabla 4). Se observó también la ausencia del marcador neural βIII-TUBULINA 

y un menor número de células positivas para NESTINA.  Las placas controles fueron negativas 

para la marcación de los anticuerpos mencionados (Figura 24). 

 

Tabla 4: Marcadores de células "tipo" progenitoras óticas y células "tipo" ciliadas de oído interno 

en porcentajes, al día 0, día 10 y día 48 de tratamiento. 
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Figura 24: Fotografías microscópicas. Marcadores óticos y neurales en hASC (controles) y en las 

células "tipo" progenitoras óticas (10 días) Y en células "tipo" ciliadas de oído interno (38 días) a 



 

71 
 

48 días del comienzo de la inducción. d: día. En azul núcleos celulares teñidos con Hoechst. 

Magnificación original 40X. 

 

8.4  Discusión 

 

En este capítulo se utilizó un protocolo en dos pasos (115,125,130,135,136,138) para generar 

células “tipo” ciliadas de oído interno partiendo de células madre mesenquimales de tejido 

adiposo humanas. El primer paso consistió en la inducción de las hASC en células “tipo” 

progenitoras óticas, mientras que la diferenciación a células “tipo” ciliadas de oído interno se 

llevó a cabo en el segundo paso. Algunos autores usaron protocolos basados en la formación de 

cuerpos embrionarios para la obtención de progenitores óticos que expresaran Pax2 y Pax8 en 

ratones (125) y humanos (PAX2 y PAX8) (127). Sin embargo, en nuestro trabajo utilizamos un 

método simplificado de cultivo en monocapa similar al descrito por Chen y col (6), pero sin el uso 

de laminina como sustrato ya que nuestros resultado fueron similares con y sin laminina (datos 

no mostrados).  

Como parte del protocolo de diferenciación, las hASC se sembraron en un medio suplementado 

con IGF-1, FGF3 y FGF10. El IGF-1 es considerado un poderoso mitógeno para el oído interno, 

promoviendo la división de sus células   (192,193). El IGF-1 pertenece a la familia de polipéptidos 

de insulina y desempeña un papel central en el desarrollo embrionario y la homeostasis del 

sistema nervioso adulto por mecanismos endocrinos, autocrinos y paracrinos (194,195). Es 

secretado por el otocisto de pollo y se expresa en el oído interno del ratón durante todo su 

desarrollo (196,197). Aburto y col sugirieron que el  IGF‐1 es un factor trófico clave durante la 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/rKB7+YBFl+0N2N+qvhR+TUKA+k1cO
https://paperpile.com/c/DkFbqT/YBFl
https://paperpile.com/c/DkFbqT/aqpU
https://paperpile.com/c/DkFbqT/aoWj
https://paperpile.com/c/DkFbqT/olN3+8j1G
https://paperpile.com/c/DkFbqT/S8zy+Iont
https://paperpile.com/c/DkFbqT/NzHP+qQNc


 

72 
 

fase progenitora neuronal ótica en el desarrollo temprano del oído interno (198) y que este 

orquesta la proliferación celular y la supervivencia en la vesícula ótica a través de diferentes vías 

de señalización, como ya ha sido descrito en otros contextos celulares (199,200). Asimismo, el 

IGF-1 promueve el destino del ectodermo anterior, de donde emerge el ectodermo pre-placoda, 

razón por la cual varios autores utilizan este factor en combinación con otros durante la inducción 

para la obtención de células progenitoras óticas  (115,125,127,128,136).  

La familia FGF está compuesta por una gran cantidad de ligandos y cuatro receptores implicados 

en la regulación de la diferenciación celular, la proliferación, el crecimiento, la motilidad y la 

supervivencia (201). La señalización de FGF juega un papel clave durante el desarrollo de 

vertebrados en el oído interno y participa en la inducción temprana del otocisto (202), en la 

especificación del pro-sensorio (203–205), y la neurogénesis ótica (206,207).  

Se ha identificado al FGF como factor necesario y suficiente para la inducción in vivo de la placoda 

ótica, su inhibición bloquea la formación de la placoda ótica nativa (208,209) y su inhibición in 

vitro impide la expresión de Pax2 en ratones (125,210). Los ligandos FGF3 y FGF10, fueron 

especialmente identificados en la cadena de señalización de la placoda ótica (26,211,212).  

Presumiblemente la exposición de las hASC expuestas a estos factores disparen su diferenciación 

hacia el linaje ótico. 

En las células “tipo”progenitoras óticas, obtenidas luego de 10 días de inducción,  se obtuvieron 

los siguientes marcadores:  PAX2, PAX8, y BMP7 (ICQ), EYA1 y  p27kip1 (PCR). En coincidencia con 

la presencia de marcadores de células progenitoras óticas se detectaron POU4F3 y MYOVIIa, 

marcadores de células “tipo” ciliadas.  Otros autores, también utilizando el método de 

diferenciación por pasos han obtenido marcadores de células “tipo” progenitoras óticas y “tipo” 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/RheP
https://paperpile.com/c/DkFbqT/aWO2+F7wn
https://paperpile.com/c/DkFbqT/rKB7+aqpU+YBFl+m8u3+TUKA
https://paperpile.com/c/DkFbqT/a137
https://paperpile.com/c/DkFbqT/OKCT
https://paperpile.com/c/DkFbqT/dOvy+2tbz+RJWD
https://paperpile.com/c/DkFbqT/4z4L+3Bbt
https://paperpile.com/c/DkFbqT/FZW1+jbc9
https://paperpile.com/c/DkFbqT/YBFl+wyWt
https://paperpile.com/c/DkFbqT/dgV3+CKqh+INK5
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ciliadas entre los 8 y los 14 días de tratamiento (115,117,125).  También, como en otros estudios, 

encontramos marcadores representativos de distintas etapas de la diferenciación del linaje 

neural (115,117,118). En este caso NESTINA, marcador de células progenitoras neurales y βIII-

TUBULINA marcador de células neurales. Duran Alonso y col. reportaron que una etapa 

progenitora neural intermedia es necesaria para obtener el linaje sensorial de oído interno 

partiendo de células madre mesenquimales (137). 

Durante los siguientes 38 días, con el objetivo de obtener células “tipo” ciliadas del oído interno 

se utilizó el medio de cultivo base sin el agregado de otros factores. A lo largo del estudio 

descubrimos que al extender en días esta fase y con una reducción sucesiva del reemplazo del 

medio de cultivo (70% cada seis días) durante el período de diferenciación, resultó en una 

regulación positiva de los marcadores de células ciliadas. Otros autores han utilizado como medio 

de cultivo para la obtención de células “tipo” ciliadas de oído interno, el sobrenadante de cultivos 

cocleares (138) o de células auditivas fetales (117,137) o  han co-cultivado las células con células 

estromales específicas (115,136). 

Al finalizar el segundo paso del protocolo de diferenciación, y en concordancia con lo esperado, 

observamos que la expresión de los marcadores de células “tipo” progenitoras PAX2, PAX8, EYA1 

y p27kip1 disminuyeron, sin observarse expresión de marcadores neurales. Además, también 

observamos un aumento en el porcentaje de células que expresaron marcadores de células 

“tipo” ciliadas MYOVIIa, POU4F3 y ATOH1, demostrando que las hASC fueron capaces de 

atravesar los estadios intermedios y lograr un fenotipo de célula “tipo” ciliada. Otros protocolos 

también han logrado obtener estos marcadores entre los días 15 y 72 de tratamiento 

(117,125,127,130,131,133–138).  Cabe aclarar que la expresión de ATOH1 que se observó en las 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/rKB7+YBFl+y7kh
https://paperpile.com/c/DkFbqT/rKB7+y7kh+CJF6
https://paperpile.com/c/DkFbqT/AHn7
https://paperpile.com/c/DkFbqT/k1cO
https://paperpile.com/c/DkFbqT/y7kh+AHn7
https://paperpile.com/c/DkFbqT/rKB7+TUKA
https://paperpile.com/c/DkFbqT/z849+k1cO+TUKA+YBFl+qvhR+0N2N+AHn7+y7kh+aqpU+lTFZ+7IQE
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células “tipo” ciliadas corresponde a la expresión proteica, mientras que en esas células no hubo 

correlación con la transcripción del ARNm de este gen. Se han reportado evidencias que sugieren 

mecanismos de regulación postranscripcional de ATOH1 durante el desarrollo del oído interno y 

en otros tejidos (213–215). Galvez y col (214)  sugirieron que la expresión de ATOH1 en 

progenitores neurosensoriales del desarrollo neural estaría regulada por un mecanismo de 

aceleración de la degradación del ARNm. De esta manera, nuestros resultados podrían deberse 

a mecanismos similares, en los que el ARNm de ATOH1 pudiera ser rápidamente degradado, 

mientras que la vida media de la proteína sea mayor y por ende podamos detectarla con mayor 

facilidad. 

La expresión de una combinación de marcadores tempranos e intermedios (PAX2, BMP7, EYA1, 

p27kip1, ATOH1 y POU4F3), seguida por la expresión de marcadores de células ciliadas como 

MYOVIIA, acompañada por la expresión de ATOH1 y de POU4F3 son totalmente consistentes con 

una diferenciación progresiva de células madre a células “tipo”ciliadas, a través de progenitores 

(115). Al realizar el análisis de las células “tipo” progenitoras óticas (primer paso del protocolo) y 

de las células “tipo” ciliadas de oído interno (segundo paso del protocolo), se observa que el 

porcentaje de células positivas para marcadores de placoda (etapa temprana del desarrollo del 

oído interno) va disminuyendo a medida que se positivizan los marcadores de células maduras. 

Esto es coincidente con los resultados obtenidos por otros autores (117,118,125,127,133), donde 

obtuvieron células que respondieron a los diferentes factores a los que fueron expuestas 

pasando por los diferentes estadíos de diferenciación. 

 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/Hmyp+GKUx+00jH
https://paperpile.com/c/DkFbqT/GKUx
https://paperpile.com/c/DkFbqT/rKB7
https://paperpile.com/c/DkFbqT/YBFl+y7kh+aqpU+lTFZ+CJF6
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 8.5 Conclusión 

 

Los resultados de este capítulo demuestran la capacidad de las hASC para diferenciarse en linaje 

ótico, al ser reprogramadas por métodos químicos, abriendo una puerta a una futura opción 

terapéutica para la pérdida auditiva neurosensorial. Según nuestro conocimiento, este es el 

primer reporte que muestra que se pueden obtener células “tipo” ciliadas de oído interno a partir 

de hASC in vitro, con un protocolo simplificado, bajo condiciones definidas de cultivo.  

Los métodos de reprogramación actuales logran fenotipos con la mayoría de las características 

de las células fisiológicas. Sin embargo, aún no se ha logrado un método de reprogramación que 

logre células bona-fide (maduras).  

La activación de genes endógenos claves de manera puntual podría complementar las actuales 

estrategias de reprogramación y lograr la obtención de fenotipos maduros. En el siguiente 

capítulo proponemos una solución para este problema utilizando la novedosa tecnología CRISPR-

Cas. 
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9.                                                            Capítulo III 

Activación de genes específicos mediante CRISPR-on 

 

9.1  Introducción 

 

El sistema CRISPR-on es una novedosa y poderosa herramienta para la activación de genes en 

forma puntual. Las posibilidades de que una herramienta simple tenga la capacidad de modular 

el estado transcripcional de un gen con alta especificidad han suscitado enormes expectativas en 

las estrategias de reprogramación y la medicina (106). 

Este capítulo tiene como objetivo activar genes específicos de células ciliadas de oído interno, 

utilizando el sistema CRISPR-on. La activación de genes en forma específica puede suplementar 

la reprogramación química para lograr fenotipos maduros, que al día de hoy no se han 

conseguido con las actuales estrategias de reprogramación celular.  

9.2 Materiales y Métodos 

 

Diseño de sondas  

Se seleccionaron los genes SOX2, ATOH1, POU4F3 y GFI1 para realizar la activación por CRISPR-

on. Para ello se diseñaron cuatro sgARN (Tabla 5) que reconocieran al promotor proximal de cada 

gen blanco, usando la herramienta de diseño CRISPR (Feng Zhang Lab, MIT). El algoritmo utilizado 

por este programa está basado en un análisis de especificidad, descrito previamente (216). 

Brevemente, se selecciona la región promotora del gen de interés (aproximadamente 300-500 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/8Ec7
https://paperpile.com/c/DkFbqT/VU0X
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pares de bases aguas arriba del sitio de inicio de la transcripción). Las secuencias de los 

promotores génicos con la ubicación de las sondas se encuentran en material suplementario 

(Figura S1). Luego mediante un programa se diseñan las sondas, entre las cuales es importante 

escoger aquellas que no se solapen entre sí, las que tengan el mejor indicador de calidad, y un 

mínimo resultado fuera de rango (Figura 25). Las sondas elegidas (Tabla 5) fueron sintetizadas 

por GBT Oligos, y la posición correspondiente en el promotor proximal de cada gen blanco se 

muestran a continuación: 

  

Tabla 5: Secuencia de sondas para CRISPR 
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Figura 25: Representación esquemática de la región promotora proximal de ATOH1, POU4F3, 

SOX1 y GFI1. La ubicación y la orientación de los sgRNA se muestran mediante flechas. Los 

números indican la posición relativa al sitio de inicio de la transcripción (TSS por sus siglas en 

inglés).  

 

Clonado de sondas en plásmidos 

Los plásmidos de expresión de sgARN (pSPgARN) y el plásmido que codifica dCas9-VP160 (pAC94-

pmax-dCas9-VP160-2A-puro) fueron solicitados a Addgene (plásmidos #47108 y #48226 

respectivamente). Los oligonucleótidos conteniendo las secuencias objetivo fueron sintetizados, 

hibridados, fosforilados y clonados en el plásmido pSPgARN utilizando los sitios de clonado de la 

enzima de restricción BbsI, como describió Ran y col. 2013 (217).  

https://paperpile.com/c/DkFbqT/lI7N


 

79 
 

 

Reconstitución y amplificación de los plásmidos por transformación química en bacterias 

competentes. 

Los diferentes plásmidos se inocularon a razón de 1-10 µg en 50 µl de una suspensión de bacterias 

competentes. Se utilizaron bacterias TOP10. Se transformaron siguiendo el protocolo de método 

químico de transformación de bacterias. Brevemente, se incubaron las bacterias y los plásmidos 

en hielo 30 minutos, seguidos por una incubación a 37°C por 45 minutos y una recuperación en 

medio enriquecido. Posteriormente se inocularon 80-100 µl de suspensión en placas de cultivo 

con agar conteniendo el antibiótico de selección (en nuestro caso ampicilina). Luego de 48 hs de 

incubación a 37°C en estufa de cultivo bacteriano se picaron alrededor de 6 colonias por 

construcción.  

 

Maxiprep 

Se prepararon 3 mL de medio LB (Sigma) más ampicilina 50 µg/mL con bacterias y se dejó en 

agitación en estufa a 37ºC durante toda la noche, este proceso recibe el nombre de minicultivo. 

Al día siguiente en 200 mL de medio LB se agregó el minicultivo de bacterias obtenido el día 

anterior (Figura 26). Se dejó durante toda la noche a 37°C. Al día siguiente se realizó la maxiprep 

utilizando el kit PureLink™ HiPure Plasmid Maxiprep Kit siguiendo las instrucciones del fabricante. 
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Figura 26: Cultivo. Mecanismo de agitación a 37° 

 

Transfección en células HEK293 

Se cultivaron placas con células HEK293 hasta alcanzar una confluencia del 70-80%, momento 

en el cual se lipofectaron utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen). En un primer 

experimento, analizamos la eficiencia de transfección de estas células, utilizando un plásmido 

de expresión de GFP (pCX-EGFP) (Figura 27). Una vez comprobada la eficiencia mediante 

microscopía de fluorescencia, procedimos a co-lipofectar con todos plásmidos guía (sgARN) y 

1µg del plásmido dCas9-VP160 (Addgene # 48226), en una relación másica de 1(dCas9-

VP160):1(suma de todas las guías). Las células del grupo control fueron co-lipofectadas con el 

plásmido dCas9-VP160 y el plásmido guía vacío. Además, las células también fueron 

transfectadas con 0,2µg del plásmido de expresión pCX-EGFP como control de transfección. Los 
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resultados fueron analizados por RT-PCR en tiempo real (qPCR) al día 4 post-lipofección (Figura 

27). 

Figura 27: Esquema del ensayo CRISPR-on en células HEK293. 

 

Prueba de eficiencia de transfección en células hASC 

Se probó la eficiencia de transfección con el plásmido pCX-EGFP en hASC. Se transfectaron 3 

muestras de hASC en pasaje V por duplicado. En cada placa de 30 mm se sembraron 100.000 

células para lograr una confluencia del 70%.  Se evaluó la eficiencia de transfección empleando 

3 diferentes lipofectaminas: Lipo 2000 (Invitrogen), Escort Tranfection Reagent (Sigma) y LTX 

(Invitrogen). A las 48 horas se observó fluorescencia bajo luz azul. Asimismo, se probó un 

reactivo alternativo, Polyethylenimine (PEI) 25kD (Polysciences). PEI es un polímero catiónico 

estable que condensa el ADN en partículas cargadas positivamente que se unen a las superficies 

celulares aniónicas (218). En los ensayos se utilizó una concentración de 1 µg/µl de PEI para 

transfectar las células. Se ensayaron 3 condiciones: 3 µg de ADN (pCX-EGFP) y 9 µg de PEI, 3 µg 

de ADN y 15 µg de PEI y 5 µg de ADN y 9 µg de PEI. Los análisis se realizaron por citometría de 

flujo. 

Experimento CRISPR-on en hASC con citometría de flujo acoplada a un separador de células.  

https://paperpile.com/c/DkFbqT/8BDk
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Se realizó la lipofección en hASC en el pasaje VI con una confluencia del 80% con Lipofectamina 

Escort III. Se sembraron 12 placas p100 con 500.000 células cada una. En 9 placas se realizó la 

lipofección con todos los plásmidos guía (sgARN) conteniendo las secuencias de los genes a 

activar, 2µg del plásmido dCas9-VP160, en una relación másica de 1(dCas9-VP160):1(suma de 

todos los pGuia) y 0,4µg del plásmido de expresión pCX-EGFP. Se lipofectaron 3 placas con el 

plásmido guía vacío como control negativo de expresión. Una placa se dejó sin transfectar, como 

control para la citometría. Una vez transcurrido 4 días post-transfección, las células fueron 

tripsinizadas y llevadas al citómetro - separador celular de la Facultad de Ciencias Exactas y 

Naturales de la Universidad de Buenos Aires (UBA). Una vez obtenida la población enriquecida 

(GFP+), se realizó la extracción de ARN, RT y qPCR para SOX2, ATOH1, POU4F3 y GFI1 como se 

verá detallado más adelante en esta misma sección de materiales y métodos. 

 

Evaluación de la eficiencia de transfección en células hASC diferenciadas a progenitores óticos 

Debido a la dificultad que se experimentó para lipofectar las hASC, se planteó como alternativa 

probar en un estadio más diferenciado de las células, para ver si el cambio en morfología y 

tamaño podría tener un efecto positivo en la lipofección. Para ello llevamos a cabo el primer paso 

de diferenciación por métodos químicos descrita en el capítulo II y al finalizar la misma se 

transfectaron las células utilizando Escort III, LTX y Lipo 2000 como se describió más arriba. Se 

evaluó la eficiencia por citometría de flujo. 

 

Extracción de ARN total y tratamiento con DNasa 



 

83 
 

Para extraer ARN a partir de las células HEK293 se empleó el kit de extracción RNeasy mini kit 

(Quiagen) y se procedió como lo indica el fabricante del kit. El ARN obtenido fue cuantificado y 

posteriormente tratado con DNasa, tal como se explicó en materiales y métodos del Capítulo II. 

 

Retrotranscripción 

A partir de cada ARN obtenido se realizó una RT para obtener el correspondiente ADN copia 

(ADNc) cómo se explicó en materiales y métodos del Capítulo II. 

      

 PCR punto final y PCR en tiempo real 

Luego de realizada la extracción de ARN y posterior RT, se determinó la expresión del ARNm de 

los genes ATOH1, POU4F3, SOX2 y GFI1. Para amplificar estos genes se diseñaron 

oligonucleótidos (Tabla 6) utilizando el software Vector NTI Suite versión 6.0 (Infomax Inc.) y la 

herramienta online disponible de diseño de primers Primer-BLAST (NCBI). Los oligonucleótidos 

fueron probados y puestos a punto mediante reacciones de PCR punto final, confirmando la 

presencia de los productos por electroforesis en geles de agarosa al 1,5 - 2%. 

Una vez confirmada la especificidad de los productos, se cuantificó la expresión del ARNm 

mediante qPCR. Esta metodología se basa en la detección y cuantificación paso a paso de una 

molécula fluorescente (en este caso se empleó un kit que posee Sybr green) que se intercala en 

las hebras doble cadena de ADN. La fluorescencia es detectada y leída por un fluorómetro 

acoplado al termociclador a medida que transcurre la reacción de PCR.  
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Como gen de referencia se usó la determinación del ARNm del gen de Beta-actina (Tabla 6). La 

temperatura de hibridación para cada amplicón se determinó mediante análisis in silico 

utilizando el software Vector NTI y Primer-Blast. 

Tabla 6: Secuencia y condiciones de los oligonucleótidos empleados 

 

 

Los tubos de reacción para la qPCR se constituyeron con 5µl de ADNc que se combinaron con 

LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche), 5 ng/µl de cada oligonucleótido y 3 mM 

de MgCl₂ en un volumen final de 10 µl. El protocolo general de ciclado se muestra en la tabla 7. 

La pureza de los productos fue cotejada mediante curvas de disociación. Controles sin ADNc 

fueron incluidos en todos los ensayos, los cuales no produjeron amplificación.  

 

 

 



 

85 
 

Tabla 7: Protocolo de qPCR. Min: minutos S: segundos 

 

 

El cálculo de los niveles de expresión relativa de cada muestra se realizó utilizando el método del 

ciclo umbral (Ct). El valor de Ct para cada muestra se calculó utilizando el software Light Cycler 

2.0 (Roche) con un umbral de ajuste de fluorescencia automática. La eficiencia (Ef) de la reacción 

de PCR para cada gen estudiado y para el gen de referencia (B-actina) fue calculada mediante 

curvas estándar. Estas curvas se construyen a partir de la amplificación de cada gen en diluciones 

seriadas de los ADNc. Luego, graficando el logaritmo de las diluciones de los ADNc vs. su 

correspondiente Ct, se obtiene la fórmula de la recta por regresión lineal a partir de la cual se 

calcula la Ef (Ef= 10(-1/pendiente)-1). Dependiendo de las condiciones específicas de PCR, la Ef 

varió entre 85% y 110%. El posterior cálculo de los niveles de expresión relativa de cada gen en 

las muestras tratadas con respecto a los controles se realizó utilizando el método de la curva 

estándar relativa. Para todas las muestras experimentales, la cantidad relativa del gen de interés 

y del gen B-actina fue determinada a partir de la curva estándar previamente realizada para cada 

gen. La cantidad obtenida correspondiente al gen de interés luego fue normalizada con la 

cantidad relativa del gen B-actina en cada grupo experimental. 
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Análisis Estadístico 

Los resultados de las qPCR se analizaron mediante el test no paramétrico U de Mann-Whitney 

considerando significativa una diferencia de p<0.05 con respecto al control. 

 

9.3 Resultados 

 

Obtención de plásmidos conteniendo las sondas 1 a 4 de los genes SOX2, ATOH1, POU4F3 y 

GFI1 

Se llevaron a cabo 4 MaxiPreps para amplificar los plásmidos conteniendo las sondas 1 a 4 de los 

genes SOX2, ATOH1, POU4F3 y GFI1. Se Cuantificaron los plásmidos de cada una de las sondas 

para cada gen (Tabla 8)  

 

 

Tabla 8. Cuantificación de plásmidos. S: sonda 

 

 

 Experimento CRISPR-HEK293 

 Ensayo de Transfección en células HEK293 
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Para poner a punto el sistema CRISPR-on decidimos realizar un primer ensayo con células 

HEK293, ya que existe mucha evidencia sobre la alta eficiencia de transfección que poseen, y se 

han utilizado en muchos experimentos con CRISPR-on (110,217,219). Para esta etapa co-

transfectamos células HEK293 con un plásmido de expresión dCas9-VP160 y una mezcla de 

cantidades iguales de los diferentes plásmidos pSPgARNs.  Además, se utilizó el plásmido de 

expresión pCX-EGFP como control de transfección. La eficiencia de transfección de las células 

HEK293 fue evaluada a través de la expresión de GFP mediante microscopía de fluorescencia, 

observándose una eficiencia mayor de 99% en todos los casos (Figura 28). 

  

Figura 28: Eficiencia de transfección en células HEK293 transfectadas con el plásmido pCX-EGFP. 

Fotomicroscopía 60X. Barra 50 µm. 

 

PCR en tiempo real en células HEK293 

Para evaluar si el sistema CRISPR-on fue capaz de activar los genes ATOH1, SOX2, POU4F3 y GFI1 

en las células HEK293 transfectadas, procedimos a estudiar la expresión del ARNm por qPCR. Los 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/GiQ2+lI7N+DbK0
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resultados mostraron que efectivamente hubo un aumento significativo de la expresión de 3 de 

los 4 genes evaluados (Figura 29). Los genes ATOH1, POU4F3 y SOX2 mostraron un aumento 

significativo de su expresión en comparación con los controles. El gen GFI1 no evidenció aumento 

de su expresión. 

 

Figura 29: Expresión del ARNm por qPCR de ATOH1, POU4F3, SOX2 y GFI1 en células HEK293 

transfectadas y controles. Los niveles de expresión se normalizaron a la expresión de ARNm de 

β-actina y se presentan como valores relativos frente a los del grupo de control. Las cantidades 

relativas de ARNm se calcularon utilizando el método de curva estándar. Cada columna 

representa la media ± EE. *, P <0.05 vs. el grupo de control (test U de Mann-Whitney). 

 

 

Prueba de eficiencia de transfección en células hASC 
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Se probó la eficiencia de transfección con en las hASC con el plásmido pCX-EGFP. Se evaluó la 

eficiencia de transfección empleando 3 diferentes lipofectaminas (como se menciona en 

materiales y métodos). A las 48 horas se realizó una prueba de viabilidad, siendo para Lipo 

2000: 80%, LTX: 98% y Escort III: 100%. Se evaluó la eficiencia de transfección por citometría de 

flujo, registrándose en todos los casos porcentajes menores al 1%, sin observar diferencias 

significativas entre las condiciones. Ante la baja tasa de transfección de las células hASC se 

probó transfectar con PEI (Polysciences). Los resultados fueron similares a los obtenidos 

anteriormente con las distintas lipofectaminas utilizadas, observándose un porcentaje menor al 

1% de células transfectadas (Figura 30). 

 

Figura 30: Imagen microscópica de las hASC transfectadas con el plásmido pCX-EGFP. (A) 

transfectadas con PEI y (B) sin transfectar. Magnificación original 40X. Barra 50 µm. 

 

Evaluación de la eficiencia de transfección en hASC diferenciadas a progenitores óticos 
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Luego de realizar el primer paso de diferenciación descrito en el capítulo II (diferenciación a 

progenitores óticos) las células fueron transfectadas con las distintas lipofectaminas 

mencionadas en materiales y métodos. Se analizaron los resultados a las 48 horas post-

transfección mediante citometría de flujo. Los resultados mostraron que empleando el reactivo 

de transfección Escort III se registraron 0,66% de 5000 eventos que detectó el citómetro, que se 

corresponde con el 4% de la población de ASCs (seleccionada manualmente); por su parte, el 

empleo de lipofectamina LTX mostró el 0,32% de 5000 eventos, que equivale al 2% de la 

población de ASCs; mientras que con Lipo 2000 se observó 0% de 5000 eventos analizados. 

 

Experimento CRISPR-on en hASC con citometría de flujo acoplada a un separador de células. 

Las hASC transfectadas fueron identificadas por la expresión de GFP y separadas en un citómetro 

acoplado a un separador celular. En la muestra transfectada con las sondas CRISPR se obtuvieron 

aproximadamente 300 células GFP+ (marcador de selección). De la muestra transfectada con el 

plásmido guia vacío, se obtuvieron aproximadamente 200 células GFP+ (marcador de selección). 

Una vez obtenida la población enriquecida (GFP+), se realizó la extracción de ARN seguida por RT 

y qPCR. Al analizar la expresión de los genes candidatos, observamos un incremento significativo 

en la expresión de ATOH1 (Figura 31), mientras que no encontramos modificaciones en la 

expresión de los demás genes. En las células controles GFP+, no se observó aumento de la 

expresión en ninguno de los 4 genes analizados. 
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Figura 31:  Expresión del ARNm por qPCR de ATOH1, en células hASC  transfectadas y controles. 

Los niveles de expresión se normalizaron a la expresión de ARNm de β-actina y se presentan 

como valores relativos frente a los del grupo control. Las cantidades relativas de ARNm se 

calcularon utilizando el método de curva estándar. Cada columna representa la media ± EE. *, P 

<0.05 vs. el grupo de control (test U de Mann-Whitney) 

 
 
 

9.4  Discusión 

 

En este trabajo utilizando CRISPR-dCas9-VP160 logramos en forma inédita la expresión endógena 

de SOX2, POU4F3 Y ATOH1 en células HEK293 y ATOH1 en células hASC.  

En la utilización de esta tecnología, la selección de un diseño apropiado de las sgARN es el primer 

paso para evitar los efectos fuera del objetivo planteado. Muchas de las herramientas de diseño 

de sgARN están disponibles en línea. Estas proporcionan predicciones basados en algoritmos. 

Factores como la ubicación del sitio de corte dentro del gen, el contenido de guanina, la no 

concordancia entre la sgARN y la posición del protoespaciador y las secuencias del motivo 

adyacente de protoespaciador (del inglés Protospacer adjacent motif) (PAM) no canónicas son 
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tenidas en cuenta en los algoritmos de estos modelos (220). En este trabajo se utilizó la 

herramienta de diseño CRISPR (Feng Zhang Lab, MIT). Se diseñaron sgARN complementarios con 

el gen blanco, de una longitud de 20 nucleótidos basandonos en reportes de otros autores que 

han observado que sondas de mayor longitud suelen ser menos efectivas (221,222). 

En esta parte del trabajo pudimos inducir la expresión del gen SOX2 característico de 

progenitores óticos, y los genes ATOH1 y POU4F3 ambos marcadores de células ciliadas de oído 

interno, utilizando CRISPR-on.  Como ya fue reportado anteriormente para otros genes, este 

complejo de puede activar eficientemente genes humanos involucrados en la pluripotencialidad 

y la diferenciación en varios tipos de células (110,158,161,223–225).  Basándonos en la 

bibliografía, elegimos el diseño de cuatro sgARNs para dirigir la activación de cada gen, ya que 

las evidencias sugieren que, aumentando el número de sondas, se logra un efecto sinérgico, 

potenciando la activación génica (110,158,161,223–225).  

 

Otro punto clave a la hora de diseñar el experimento fue la sincronización para la activación de 

cada gen. Hay evidencias que sugieren que la mejor estrategia es una activación de los genes en 

forma secuencial recapitulando la ontogenia durante el desarrollo (226).  Sin embargo, existen 

también numerosas evidencias que muestran resultados positivos y potenciados empleando una 

activación en “multiplex” (224,227). En este trabajo, considerando que i) los experimentos no 

plantean una sincronización idéntica a la fisiológica, y ii) la exposición sucesiva de los cultivos a 

los procesos de transfección genera estrés para las células, decidimos optar por un diseño del 

tipo multiplex transfectando las sondas de los cuatro genes en simultáneo. Nuestros resultados 

mostraron que tres de los cuatro genes blanco (ATOH1, SOX2 y POU4F3) fueron activados 

https://paperpile.com/c/DkFbqT/DCS5
https://paperpile.com/c/DkFbqT/co63+8Odr
https://paperpile.com/c/DkFbqT/EvE7+uzju+FnNg+BOnS+D509+GiQ2
https://paperpile.com/c/DkFbqT/EvE7+uzju+FnNg+BOnS+D509+GiQ2
https://paperpile.com/c/DkFbqT/kc4u
https://paperpile.com/c/DkFbqT/FnNg+N9nS


 

93 
 

significativamente en las células HEK293. Con respecto al gen GFI1 no observamos diferencia 

significativa respecto al control. Una posible justificación a este resultado radica en que las células 

HEK293, en nuestras condiciones de cultivo, presentan expresión basal de GFI1 (datos no 

mostrados). En trabajos de nuestro grupo se ha demostrado que cuando un gen se expresa de 

en las células blanco, la activación por CRISPR resulta más difícil de lograr, debido a regulaciones 

de la expresión endógena del gen (226).  

 

Los métodos de transfección basados en químicos son económicos y alcanzan generalmente una 

alta eficiencia de transfección, sobre todo en líneas celulares como HEK293 o COS. Utilizando 

este método otros autores han logrado la activación endógena de diversos genes (110). Sin 

embargo, es sabido que los métodos de transfección tienen baja eficiencia en muchos tipos 

celulares, especialmente en cultivos primarios  (228). En el caso de las células madre de varios 

orígenes, la transfección se vuelve más compleja, ya que éstas son menos sensibles a la 

transfección por estos métodos que las líneas celulares (229,230). En este trabajo probamos 

distintas estrategias de transfección en hASC, empleando distintas condiciones, distintos estadíos 

celulares, así como también alternativas en lo que respecta a los reactivos (lipofección y PEI), 

pero al igual que lo reportado por otros autores, la tasa de transfección a través de liposomas en 

este tipo celular fue muy baja (228,231).  Esto influye negativamente en las posibilidades de 

emplear esta técnica de transfección en las células hASC, siendo un gran obstáculo que dificulta 

su aplicación en la clínica. Como vemos, la eficiencia de la transfección es un aspecto limitante  

(230).  

https://paperpile.com/c/DkFbqT/kc4u
https://paperpile.com/c/DkFbqT/GiQ2
https://paperpile.com/c/DkFbqT/iFT7
https://paperpile.com/c/DkFbqT/2irD+fVTa
https://paperpile.com/c/DkFbqT/iFT7+5zzt
https://paperpile.com/c/DkFbqT/fVTa
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Por otro lado, la bibliografía reporta otros métodos de transfección más eficientes. Los lentivirus 

por ejemplo, son un vehículo de uso común para introducir sistemas de edición CRISPR-Cas9, son 

estables, eficientes y en teoría pueden infectar casi todos los tipos celulares tanto in vitro como 

in vivo con baja toxicidad celular (153,232,233). Sin embargo, y a pesar de sus múltiples ventajas, 

el hecho de emplear virus o derivados de virus, sumado a las probabilidades de integración al 

azar en el genoma huésped, continúan siendo importantes barreras que limitan la aceptación de 

los lentivirus para utilización clínica (234,235).  

La electroporación ha sido reconocida como una herramienta poderosa para lograr el ingreso de 

plásmidos en las células difíciles de transfectar. La utilización de impulsos eléctricos sobre las 

células logrando poros de ingreso data de los años ochenta (236,237). Utilizando la 

electroporación, Gao y col fueron los primeros en demostrar el potencial de CRISPR-Cas9 

mediante edición génica para el tratamiento de la pérdida auditiva autosómica dominante 

relacionada con la disfunción de las células ciliadas. Estos autores utilizaron sgARN dirigidas al 

alelo TMC1 mutante en ratones Beethoven P1 (modelo de hipoacusia neurosensorial progresiva 

de causa genética) (238). Asimismo, se ha observado que la mayoría de los tipos celulares, 

incluidas las células primarias, se pueden transfectar mediante electroporación. Sin embargo, en 

ensayos realizados por nuestro grupo, los resultados de transfección en células mesenquimales 

provenientes de ratas nunca superaron el 1% de eficiencia (datos no mostrados).  

Dada la gran relevancia fisiológica de estos modelos, aplicables a la tecnología emergente CRISPR, 

se puede esperar que las mejoras y la implementación de la electroporación a gran escala 

aumente en los próximos años. Una de las áreas interesantes para observar será el desarrollo de 

dispositivos de electroporación de alto rendimiento y mayor eficiencia  (239).   

https://paperpile.com/c/DkFbqT/y666+AKdl+Btxs
https://paperpile.com/c/DkFbqT/rcmJ+qCmY
https://paperpile.com/c/DkFbqT/XskG+I5cN
https://paperpile.com/c/DkFbqT/NOKv
https://paperpile.com/c/DkFbqT/ai0M
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Durante el desarrollo de esta Tesis realizamos averiguaciones en otras instituciones que disponen 

de equipos de electroporación aptos para utilizar en cultivos primarios de tipo Nucleofector. Sin 

embargo, no logramos concretar un experimento. Esto fue debido principalmente a los altos 

costos y difícil disponibilidad de los reactivos y kits que emplea el equipo. Posteriormente la 

aparición de la pandemia producida por el virus SARS-CoV-2 (COVID-19) imposibilitó realizar 

nuevos ensayos hasta el día de de la fecha.  

 

9.5 Conclusión 

 

 
Los resultados de este capítulo demuestran que CRISPR-dCas9-VP160 puede activar los genes de 

desarrollo ótico SOX2, ATOH1 y POU4F3 en las células HEK293. No se detectó una activación 

significativa del gen GFI1. Asimismo, el sistema CRISPR-dCas9-VP160 pudo activar 

significativamente el gen ATOH1 en hASC.   

Nuestros resultados preliminares indican que el sistema CRISPR-dCas9-VP160 podría aplicarse 

para complementar la reprogramación química reforzando la activación de genes específicos. Sin 

embargo, como hemos mencionado a lo largo de este capítulo, serán necesarias mejoras y 

optimizaciones en las metodologías de transfección para lograr mejores resultados.  
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10.                                                  Conclusiones Generales 

 

- El protocolo utilizado en esta tesis permitió aislar y cultivar células madre mesenquimales 

extraídas de tejido adiposo humano. 

- Las células madre mesenquimales de tejido adiposo humano obtenidas presentaron un 

inmunofenotipo característico y demostraron multipotencialidad al diferenciarse a los 

tres linajes. 

- Las células madre mesenquimales de tejido adiposo humano son capaces de diferenciarse 

in vitro y exhibieron inmunofenotipos de células del “tipo” progenitoras y de células 

“tipo” ciliadas de oído interno utilizando métodos químicos. 

- El sistema CRISPR-on puede activar los genes SOX2, ATOH1 y POU4F3 en células HEK293 

y al gen ATOH1 en células madre mesenquimales de tejido adiposo humano.    

- Para activar genes específicos utilizando CRISPR-on en células madre mesenquimales de 

tejido adiposo humano debe mejorarse los sistemas de transfección.  

 

Los resultados obtenidos en esta tesis nos permiten concluir que es posible obtener in vitro 

células "tipo" ciliadas de oído interno a partir de la diferenciación de células madre 

mesenquimales humanas provenientes de tejido adiposo, aportando información de referencia 

para el desarrollo de nuevas terapias de reemplazo celular en hipoacúsicos. 
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11.                                                                 Perspectivas  

 

En los últimos años, se han desarrollado varias técnicas para la reprogramación celular y se han 

generado varios fenotipos celulares específicos, con resultados alentadores. Asimismo, hay 

investigaciones en curso que apuntan a mejorar la eficiencia de reprogramación haciendo foco 

en varias de las limitaciones detectadas en esta tesis, como por ejemplo mejorar la eficiencia de 

transfección, mejorar la tasa de obtención de fenotipos maduros etc. 

La aparición de la herramienta biotecnológica CRISPR ha permitido realizar y proponer nuevas 

estrategias de reprogramación que han logrado mejoras sustanciales pero muchas veces no 

pueden superar las limitaciones técnicas actuales. Los siguientes pasos en nuestra línea de 

investigación estarán orientados a utilizar y/o desarrollar nuevos métodos de transfección para 

mejorar la activación de genes endógenos específicos mediante CRISPR-on para lograr una 

mejora en la reprogramación de las hASC hasta células “tipo” ciliadas de oído interno. 

De a poco se va observando la transición de las hASC desde el laboratorio a la aplicación a través 

de los ensayos clínicos. Cuando estos ensayos demuestren seguridad y eficacia, se producirá 

naturalmente la aparición de una industria basada en hASC. Los inicios de dicha industria ya 

pueden identificarse en los 216 ensayos clínicos registrados en el clinictrials.gov como posibles 

terapias en diversas patologías (término de búsqueda "células madre adiposas")  (240). Sin 

embargo, en el área de la hipoacusia y realizando la misma búsqueda, pero utilizando las palabras 

“células madre hipoacusia neurosensorial” dieron por resultado solo 4 ensayos clínicos (241). El 

camino será largo, pero no será sorprendente que estas células tengan un lugar en la medicina 

regenerativa personalizada y la ingeniería de tejidos en el futuro cercano.    

https://paperpile.com/c/DkFbqT/qgcL
https://paperpile.com/c/DkFbqT/niVi
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13.                                                          Anexo I  

Consentimiento informado para la obtención de tejido adiposo  

                                                                 Buenos Aires,..... de...............................de ............. 

Sr/Sra. paciente: 

            A usted se le practicará una operación. Durante esa cirugía es común que se descarte 

tejido adiposo (grasa). Este material habitualmente se descarta junto con otros restos de la 

cirugía. 

En este momento, estamos investigando si el tejido adiposo tiene células madres que 

pudieran reemplazar tejidos dañados. Estas investigaciones se deben llevar a cabo sobre tejido 

humano. En el momento de su cirugía, si se produce la liberación de tejido adiposo, el cirujano 

en lugar de descartarlo, lo reservará para utilizarlo en este protocolo de investigación. 

La muestra será inmediatamente procesada, cultivada por tres meses y luego de este 

tiempo será destruida. Este proyecto no involucra investigación genética. Se guardará total 

confidencialidad con respecto a la identidad del donante. Esta información estará en custodia 

del investigador y del Comité de Ética del Hospital Italiano. 

Esta toma de material, de ninguna manera afectará su salud, ni tendrá algún costo para 

usted, sus familiares o su cobertura social. 

Lo invitamos a participar de este protocolo. Si usted está de acuerdo en que se utilicen 

estos tejidos normalmente desechables, tenga la amabilidad de firmar este consentimiento. 
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Nombre y Apellido........................................................... 

Tipo y número de documento ............................................... 

  

  

                        Firma del paciente                                                                     Firma del testigo 
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Material Suplementario 

Tabla S1: Protocolo general de la técnica de ICQ e Inmunohistoquímica (IHQ) para analizar 

controles positivos. 

Fijación (para células en placa) 

PAF 2-4 % 10 min 

Desparafinización e hidratación (para tejidos incluidos en parafina - controles +) 

Xilol 1, 2 y 3 

Alcohol 100º, 96º, 70º 

PBS 

Pasajes de 3 min c/u 

Pasajes de 3 min c/u 

5 min 

Recuperación Antigénica  

Tejidos (controles positivos): Calentamiento en 

Horno microondas utilizando el buffer de 

recuperación elegido según cada caso: Buffer Citrato 

0,01 M, pH 6 o Tritón 

Células en placa: Tris-EDTA pH 9 en microondas  

agregar a las células bien caliente (dejar unos 

minutos hasta que se enfríe) 

PBS 

10 min a 100% de potencia, dejar 10 

min y calentar otra vez 10 min a 100%. 

Dejar 20 min apagado. 

 

 

 

 

5 min 

Permeabilización  

Tritón 0.1% (15 min ó 30 min)  ó Metanol Frío (10 min freezer) 

Bloqueo de uniones no específicas:  Power block  5-10 min 

Anticuerpo Primario 

Incubación con el anticuerpo específico 

 

PBS 

overnight (en cámara húmeda) a 4ºC. 

 

15 min 
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Sistema de Revelado 

Anticuerpo secundario Multilink 1/20 en PBS 

 

PBS 

 

FITC (1/50) ó Texas Red (1/200) en PBS pH 8.2 

 

PBS pH 8.2 

 

Contra-coloración nuclear con Hoechst 1/500 

Montar y observar a MO 

45-60 min (en cámara húmeda a TA). 

 

5 min 

 

45-60 min (en cámara húmeda a TA) 

 

15 min 

 

1 min 

 

Referencias: min: minutos; c/u: cada uno; TA: temperatura ambiente. 

 

Tabla S2: Anticuerpos utilizados en los ensayos para caracterizar hASC por ICQ. 

 

Figura S1: Secuencias de los promotores génicos con la ubicación de las sondas  

Promotor proximal ATOH1 

Cadena (+): 

GCCTGCCCGCGCCCTCCATTGGCTGAGAAGACACGCGACCGGCGCGAGGAGGGGGTTGGGAGAGGAGCGGGGGGAGACTG
AGTGGCGCGTGCCGCTTTTTAAAGGGGCGCAGCGCCTTCAGCAACCGGAGAAGCATAGTTGCACGCGACCTGGTGTGTGATC
TCCGAGTGGGTGGGGGAGGGTCGAGGAGGGAAAAAAAAATAAGACGTTGCAGAAGAGACCCGGAAAGGGCCTTTTTTTTGG
TTGAGCTGGTGTCCCAGTGCTGCCTCCGATCCTGAGCCTCCGAGCCTTTGCAGTGCAA 

Cadena (-): 

TTGCACTGCAAAGGCTCGGAGGCTCAGGATCGGAGGCAGCACTGGGACACCAGCTCAACCAAAAAAAAGGCCCTTTCCGGGT
CTCTTCTGCAACGTCTTATTTTTTTTTCCCTCCTCGACCCTCCCCCACCCACTCGGAGATCACACACCAGGTCGCGTGCAACTATG
CTTCTCCGGTTGCTGAAGGCGCTGCGCCCCTTTAAAAAGCGGCACGCGCCACTCAGTCTCCCCCCGCTCCTCTCCCAACCCCCTC
CTCGCGCCGGTCGCGTGTCTTCTCAGCCAATGGAGGGCGCGGGCAGGC 
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Promotor proximal SOX2 

Cadena (+): 

TGTGCCCTGCCCCACCCCCGCACCTTAGCTGCTTCCCGCGTCCCATCCTCATTTAAGTACCCTGCACCAAAAAGTAAATCAATAT
TAAGTTTAAAGAAAAAAAAACCCACGTAGTCTTAGTGCTGTTTACCCACTTCCTTCGAAAAGGCGTGTGGTGTGACCTGTTGCT
GCGAGAGGGGATACAAAGGTTTCTCAGTGGCTGGCAGGCTGGCTCTGGGAGCCTCCTCCCCCTCCTCGCCTGCCCCCTCCTCC
CCCGGCCTCCCCCGCGCGGCCGGCGGCGCGGGAGGCCCCGCCCCCTTTCATGCAAAACCCGGCAGCGAGGCTGGGCTCGAGT
GGAGGAGCCGCCGCGCGCTGATTGGTCGCTAGAAACCCATTTATTCCCTGACAGCCCCCGTCACATG 
                                                            
Cadena (-): 

CATGTGACGGGGGCTGTCAGGGAATAAATGGGTTTCTAGCGACCAATCAGCGCGCGGCGGCTCCTCCACTCGAGCCCAGCCT
CGCTGCCGGGTTTTGCATGAAAGGGGGCGGGGCCTCCCGCGCCGCCGGCCGCGCGGGGGAGGCCGGGGGAGGAGGGGGCA
GGCGAGGAGGGGGAGGAGGCTCCCAGAGCCAGCCTGCCAGCCACTGAGAAACCTTTGTATCCCCTCTCGCAGCAACAGGTCA
CACCACACGCCTTTTCGAAGGAAGTGGGTAAACAGCACTAAGACTACGTGGGTTTTTTTTTCTTTAAACTTAATATTGATTTACT
TTTTGGTGCAGGGTACTTAAATGAGGATGGGACGCGGGAAGCAGCTAAGGTGCGGGGGTGGGGCAGGGCACA 
  
Promotor proximal POU4F3 

Cadena (+): 

CCACGAAGAAGAAAGAATCGGAAAGGTCTGGCGGGTTGGAGCCAGCGGGGCGGGGCGGACTGGGAGAGGCCAGGCCAGG
CCCGGGTATAAAGGCTGTGGAGGGGGCGGCCGCCGCGGGCGCAGAAAGGCGCGCCGCTAGCTGCTGTCTCTCCTCACCTCCC
GGGCCGCCCCTGCGAGTCCCCGGCGCGTGAGCACGCCTGCGCGCGCCCGGGCCCTTCCTGGCAGGCTGCTTGTAAGATGAGT
GAAGAAGCAGGTGGGGGAGAGGGGAGGCAGCGAGCGAGAGGGCGAGGGGAGCGCGGGC 
  
Cadena (-): 

GCCCGCGCTCCCCTCGCCCTCTCGCTCGCTGCCTCCCCTCTCCCCCACCTGCTTCTTCACTCATCTTACAAGCAGCCTGCCAGGAA
GGGCCCGGGCGCGCGCAGGCGTGCTCACGCGCCGGGGACTCGCAGGGGCGGCCCGGGAGGTGAGGAGAGACAGCAGCTAG
CGGCGCGCCTTTCTGCGCCCGCGGCGGCCGCCCCCTCCACAGCCTTTATACCCGGGCCTGGCCTGGCCTCTCCCAGTCCGCCCC
GCCCCGCTGGCTCCAACCCGCCAGACCTTTCCGATTCTTTCTTCTTCGTGG 
  
Promotor proximal GFI1 

Cadena (+): 

AGGCCACACACTATGGGTCATGGCATACAGTCTAGCGTTGGAGGTTGCTGCATTTGTTCATGTATCTATGAGTTAGGTTTTAAG
TTTTTTCCCCCTGTTCTATTAATATAATTAATTAGTTAATTAACCCCACTCATTCATTTACTCAGTCCACAGCCTTTTGTTAAGAGC
CCGCCTAGGACATAAAGATGAAGATCCAGTGCCTACCCTCATGAAACATAGAATCCGAGCGAAGAAGGCTTACTTTGCAATAG
TCATCCAAGTGGTGCTTTTATGGCGCTTTACTGCTCCCGCCAACACCCAGTGCCTGGGTATGACCTCAGGCGGTGGCAGAGCCC
GCGTGCGAGGTCCCGCTCTCCCTGGCTTGCCCCGGCAGGGCGGAGTCAGCCTAGCAGCCGCCGGCGCTGCCCCCGCGCGGCC
TTTAATTTTGCAGCTCCGACCACCGGAAATTAGTCGAAGGCTGAGCGGACCCGGTCGAGAGCCGGCGAGCTCCGCGCAGGG 
                                                                                                                                   
Cadena (-): 

CCCTGCGCGGAGCTCGCCGGCTCTCGACCGGGTCCGCTCAGCCTTCGACTAATTTCCGGTGGTCGGAGCTGCAAAATTAAAGG
CCGCGCGGGGGCAGCGCCGGCGGCTGCTAGGCTGACTCCGCCCTGCCGGGGCAAGCCAGGGAGAGCGGGACCTCGCACGCG
GGCTCTGCCACCGCCTGAGGTCATACCCAGGCACTGGGTGTTGGCGGGAGCAGTAAAGCGCCATAAAAGCACCACTTGGATG
ACTATTGCAAAGTAAGCCTTCTTCGCTCGGATTCTATGTTTCATGAGGGTAGGCA  
 
Referencias: 
“N”: comienzo TSS (+1) 
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“NNNNNNNNN”: sonda diseñada en cadena + 
“NNNNNNNNN”: sonda diseñada en cadena – 
 “NGG”: Secuencia PAM necesaria para CRISPR. Se debe posicionar después de la sonda (extremo 3’) 




