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Resumen 

Efecto de Fármacos Epigenéticos sobre la Inducción de Genes de 

Pluripotencia en Células Somáticas Humanas 

La generación de células pluripotentes inducidas (iPSCs) por la expresión ectópica 

de los factores POU5F1 (OCT4), SOX2, KLF4, C-MYC, NANOG y LIN28 ha 

establecido oportunidades de implementar terapias en el área de medicina 

regenerativa. Sin embargo, su aplicación clínica está limitada por el uso de 

vectores virales. Por otro lado, existen fármacos capaces de modificar el 

epigenoma incrementando la plasticidad celular. El presente trabajo evaluó el 

efecto de los fármacos epigenéticos sobre la expresión de genes de pluripotencia 

en células somáticas humanas. Inicialmente, se realizó un ensayo de viabilidad 

para evaluar la citotoxicidad de los fármacos epigenéticos ácido valproico, 

hidralazina, talidomida, isotretinoina, ribavirina y azacitidina en una línea celular de 

fibroblastos dérmicos humanos. Posteriormente, se cultivaron las células humanas 

en presencia de los fármacos epigenéticos en conjunto con un cóctel de moléculas 

potenciadoras del proceso de reprogramación. Se comprobó que los fármacos 

epigenéticos individuales o combinados no causaron una disminución en la 

viabilidad de los fibroblastos humanos., aunque en combinación con el cóctel de 

moléculas el efecto citotóxico aumento drásticamente. A consecuencia de esto, se 

eligió la azacitidina, y el ácido valproico en conjunto con el cóctel de potenciadores 

de reprogramación con la finalidad de evaluar la expresión de los genes 

relacionados con la pluripotencia por RT-qPCR. La exposición de los fibroblastos 

humanos al ácido valproico, azacitidina junto con el cóctel de potenciadores de la 

reprogramación no fue suficiente para inducir cambios morfológicos, 

característicos de la transición mesenquimo-epitelio o la activación de los genes 

relacionados con la pluripotencia. Estos datos sugieren que la modificación de la 

estructura de la cromatina por el efecto del ácido valproico y azacitidina es solo 

una parte de una serie de eventos que deben realizarse para inducir la expresión 

de factores de pluripotencia 

Palabras clave: pluripotencia inducida, fármacos epigenéticos, reprogramación de 

células somáticas. 
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Abstract 

Analysis of pluripotency-related genes by the effect of epigenetic drugs in 

human somatic cells 

Generation of induced pluripotent stem cells (iPSCs) by ectopic expression of 

POU5F1 (OCT4), SOX2, KFL4, C-MYC, NANOG and LIN28 has established new 

opportunities in stem cell research, drug discovery and disease modeling. 

Nevertheless, genomic integration of viral vectors reduced their clinical 

applications. On the other hand, there are drugs that increase cell plasticity by 

modifying the epigenome, among them are valproic acid, hydralazine, thalidomide, 

isotretinoin, ribavirin and azacytidine. The aim of this study was to evaluate the 

effect of epigenetic drugs on the expression of pluripotency-related genes in 

human somatic cells. First, we performed a viability assay to assess the 

cytotoxicity of the epigenetic drugs in a human cell line. Afterwards, we cultured the 

human cells in presence of all the epigenetic drugs which we tested. Our results 

indicate a low cytotoxic effect by the presence of sole and combined epigenetic 

drugs, although not with the cocktail of reprogramming enhancers. Then, we chose 

valproic acid, azacytidine, and the cocktail of reprogramming enhancers in order to 

evaluate the expression of pluripotency-related genes by qPCR. Exposure of the 

human fibroblasts to valproic acid, azacytidine, and a cocktail of reprogramming 

enhancers was not enough to induce morphological changes, characteristic of the 

MET transition, or activation of the pluripotency-related genes. These data 

suggest, that the modification of the chromatin structure by the effect of valproic 

acid and azacytidine is only one part of a series of events that must be carried out 

to induce the expression of pluripotency factors. 

Key words: epigenetic drugs, induced pluripotency, somatic cell reprogramming 
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Introducción 

La medicina regenerativa es un campo multidisciplinario de investigación y 

aplicaciones clínicas enfocado en la reparación, sustitución o regeneración de 

células, tejidos u órganos para restaurar funciones alteradas por defectos 

congénitos, envejecimiento, traumas y enfermedades. El uso de células con 

potencial de diferenciación a diversos linajes involucra el aislamiento y obtención 

de células troncales, su multiplicación en cultivo, su inducción a la diferenciación 

terminal o la potenciación de nuevas capacidades, diferenciar las células al tejido 

especifico que se desea y finalmente trasplantarlas para el remplazo de células o 

tejidos dañados. Sin embargo, a pesar de los posibles beneficios terapéuticos que 

implica el uso de células troncales, como las células embrionarias, su uso conlleva 

a una serie de implicaciones éticas. 

Takahashi y Yamanaka(1) reportaron el desarrollo de células pluripotentes 

humanas inducidas (iPSCs, Induced Pluripotent Stem Cells) por la expresión 

ectópica de los factores de transcripción POU5F1 (OCT4), SOX2, KLF4 y c-MYC. 

Este abordaje permitió generar cambios metabólicos, morfológicos y de expresión 

génica en las células somáticas confiriéndoles un estado de pluripotencia 

semejante al de las células embrionarias. Sin embargo, los vectores virales son 

capaces de integrarse de manera aleatoria al genoma de la célula hospedera y 

pueden causar transformación maligna(2,3). Por ello, se han buscado métodos 

alternativos para la obtención de iPSCs que omitan la incorporación de vectores 

integrativos(4–7). En años recientes, el uso de moléculas pequeñas capaces de 

modular diversas vías metabólicas, transformar la producción de energía de la 

célula y modificar el epigenoma han aumentado la eficiencia de reprogramación 
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hasta llegar a reemplazar por completo el uso de factores de reprogramación 

exógenos(8). 

Una de las características más importantes durante el proceso de reprogramación 

son las modificaciones que sufre el epigenoma de las células. Se han reportado 

como efectores de cambios epigenéticos a los metales pesados, los plaguicidas, el 

humo de tabaco, virus, bacterias y algunos fármacos(9) a los que se les conoce 

como fármacos epigenéticos(10). Estos fármacos pueden alterar la homeostasis 

epigenética y epigenómica por mecanismos directos o indirectos(11). Por ejemplo, 

la hidralazina, fármaco usada para tratar la hipertensión y la insuficiencia cardiaca, 

y la azacitidina, fármaco utilizado para el tratamiento de la leucemia mieloide 

aguda, son capaces de inhibir directamente la metilación de DNA(12-13). El 

valproato de sodio, un fármaco indicado para tratar crisis de ausencia, causa 

hiperacetilación de las histonas H3 y H4 por inhibición directa de la actividad 

enzimática de las desacetilasas de histonas o HDACs(14). Por otro lado, se sabe 

que la talidomida, un potente teratógeno indicado inicialmente como sedante e 

hipnótico y que hoy se prescribe para casos de lepra, no tiene un efecto directo 

pero se sabe que puede interferir con la metilación del DNA y provocar una 

expresión genética aberrante(15). Un efecto indirecto de modificación epigenética 

también se ha observado en la isotretinoina, una isoforma del ácido retinoico y 

usada para tratar acné severo(11). Asimismo, la ribavirina, utilizada para el 

tratamiento de la hepatitis C, disminuye la metilación de la H3 por metil 

transferasas de histonas(16). Por consiguiente, el objetivo de este trabajo fue 

evaluar la expresión de los factores implicados en la generación de iPSCs en 
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cultivos de células somáticas humanas por efecto de los fármacos epigenéticos 

previamente descritos. 
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Materiales y Métodos 

Fármacos  

Los fármacos fueron adquiridos con Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) y se 

manejaron de acuerdo a las especificaciones del proveedor. La hidralazina 

hidroclorada, sal sódica de ácido valproico y 5-aza-2 deoxicitidina (5-azadC) se 

resuspendieron en PBS 1×. La talidomida, ribavirina e isotretinoina se 

resuspendieron en DMSO. Los reactivos fueron almacenados a -20 °C hasta su 

uso.  

Cultivo celular 

Los fibroblastos dérmicos humanos primarios, obtenidos en la American Tissue 

Culture Collection (ATCC PCS201012), se cultivaron en DMEM/F12 adicionado 

con 2.5 mM de L-glutamina, 10% de suero fetal bovino (Gibco, Carlsbad, CA, 

USA), 1% de aminoácidos no esenciales (Gibco) y 100 U/ml de penicilina y 100 

µg/ml de estreptomicina (Gibco). Los cultivos se mantuvieron en una atmósfera a 

37°C con 5% de CO2. Los fármacos epigenéticos se ensayaron en este medio de 

cultivo a concentraciones de 10 µM de hidralazina, 1 mM de valproato de sodio, 10 

µg/ml de talidomida, 10 µM de Isotretinoinda, 0.5 µM de ribavirina y 2 µM de 5-

azadC. Los cultivos en tratamiento se mantuvieron en una atmósfera a 37°C con 

5% de CO2 con cambio de medio cada 72 h. 

Cultivo de fibroblastos humanos con valproato de sodio y 5-aza-2 desoxicitidina (5-

azadC) 

Se sembraron 4×104 células en placas de 6 pozos en medio DMEM/F12 

adicionado con 2.5 mM de L-glutamina suplementado con 10% de suero fetal 

bovino, 1% de aminoácidos no esenciales, 100 U/ml de penicilina y 100 µg/ml de 
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estreptomicina. Posterior a las 48 h se retiró el medio estándar, se realizó un 

lavado con PBS 1× y se añadió el medio Etapa 1: DMEM/F12, 2.5 mM de L-

glutamina, 10% de suero fetal bovino, 1% de aminoácidos no esenciales, 10% de 

Knockout Serum Replacemnet (Gibco), 100 U/ml de penicilina, 100 µg/ml de 

estreptomicina, 1 mM de valproato de sodio, 0.5 µM de 5-azadC, 5 µM de 

CHIR99021 (Sigma-Aldrich) y 50 µg/ml de ácido ascórbico (Sigma-Aldrich) con 

cambio de medio cada 48 h por un periodo de 15 días. Al día 10 de cultivo se 

aspiró el medio, se realizó un lavado con PBS y las células se tripsinizaron con 

0.25% de Tripsina-EDTA a 37 °C por 4-6 min. Se añadieron 2 mL de medio Etapa 

1 y las células se resuspendieron en el medio hasta obtener una suspensión 

celular homogénea. Las células se resembraron en placas de 6 pozos y 24 h 

después se les cambio el medio Etapa1. Posterior a 15 días de cultivo en medio 

Etapa 1 se cambió el medio a Etapa 2 formulado con: DMEM/F12, 2.5 mM de L-

glutamina, 10% de suero fetal bovino, 1% de aminoácidos no esenciales, 10% de 

Knockout Serum Replacemnet, 100 U/ml de penicilina, 100 µg/ml de 

estreptomicina, 1 mM de valproato de sodio, 0.5 µM de 5-azadC, 5 µM de 

CHIR99021, 50 µg/ml de ácido ascórbico, 0.5 µM de A-83-01 (Sigma-Aldrich) y 25 

ng/mL de bFGF (Invitrogen) con cambio de medio cada 48 h por un periodo de 15 

días. 

Determinación de concentraciones inocuas de los fármacos epigenéticos para 

fibroblastos dérmicos humanos 

Para la evaluación de la viabilidad celular se sembraron 2×104 células por pozo en 

placas de 96 pozos. Luego de 24 h se agregaron los fármacos, individuales y 

combinados en un rango de concentraciones, y se analizó cada 24 h por un 
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periodo de 96 h la muerte celular mediante el kit CellTiter-Glo® Luminescent Cell 

Viability Assay (Promega) de acuerdo con las especificaciones del proveedor. 

Extracción de RNA total 

La extracción de RNA total de los fibroblastos humanos se realizó con el reactivo 

TRIzol (Ambion) siguiendo las instrucciones del proveedor. Brevemente, se agregó 

1 mL del reactivo TRIzol a los fibroblastos dérmicos humanos en cultivo, se incubó 

a temperatura ambiente por 10 min y se colectó el lisado celular en un microtubo 

de 1.5 mL. Posteriormente se añadieron 0.2 mL de cloroformo y se agito por 

inversión por 15 s. Las muestras se incubaron durante 2-3 min a temperatura 

ambiente y después se realizó la centrifugación a 12,000 × g por 15 min a 4 °C en 

una centrífuga refrigerada. Se recuperó la fase acuosa y el RNA total se precipitó 

con 0.5 mL de isopropanol absoluto, se centrifugó a 12,000 × g por 10 min a 4 °C 

y se realizó un lavado con etanol. Finalmente, las muestras se centrifugaron a 

7,500 × g por 5 min a 4 °C y el RNA total se resuspendió en 30 µL de agua libre de 

nucleasas (Invitrogen). La integridad del RNA se visualizó por electroforesis en un 

gel de agarosa al 1% teñido con GelRed (Biotium®, Hayward, CA., USA). La 

concentración y pureza del RNA total se determinó por absorbancia a 260/280 nm 

en un equipo Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Boston, MA, USA). Aquellas 

muestras con valores <1.7 de absorbancia en la relación 260/280nm o con posible 

degradación fueron descartadas. 

Transcripción Reversa y ensayos de PCR cuantitativa (RT-qPCR) 

La síntesis del DNA complementario (cDNA) se realizó con la transcriptasa 

reversa M-MLV (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del proveedor. 

Brevemente, 1 µg de RNA junto con random primers y dNTPs (deoxynucleotide 
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triphosphates) fueron utilizados para preparar la mezcla 1, la cual se incubó a 65 

°C por 5 min y se colocó en hielo. Posteriormente, la mezcla se preparó con First 

Stand buffer, DTT y RNase OUT (Invitrogen). la mezcla 2 se agregó a la mezcla 1y 

se incubó a 37 °C por 2 min. Se agregó la transcriptasa reversa M-MLV (200 U/µL) 

al tubo de reacción, se incubó a 25 °C por 10 min, seguido de una incubación a 37 

°C por 50 min; finalmente, se inactivó la enzima a 70 °C por 15 min. La 

funcionalidad del cDNA fue determinada por amplificación del gen 18S ribosomal 

(Tabla 1) por PCR punto final. La PCR cuantitativa (qPCR) se realizó con primers 

y sondas TaqMan (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) para los genes 

POU5F1 (OCT4), SOX2, KLF4, c-MYC, LIN28, NANOG, S100A4 y FBX15 en un 

sistema Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems). La reacción de qPCR 

se llevó a cabo en un volumen de 20 μL con 10 μL de TaqMan Universal PCR 

Master Mix (Applied Biosystems), 1 μL primers/sonda, 2 μL de cDNA y 7 μL de 

agua libre de nucleasas. La amplificación de las muestras se llevó a cabo en 

condiciones estándar con una incubación inicial a 50 °C por 2 min, seguido de 95 

°C por 10 min, y después por 40 ciclos a 95 °C por 15 s y 60 °C por 1 min. Se 

estableció el rango dinámico de amplificación con diluciones seriadas de 1:16 a 

1:1024. Se realizaron triplicados técnicos de las muestras a la dilución 1:128. 

Como control endógeno se realizó el análisis en paralelo con las muestras de 

expresión del gen GAPDH (Applied Biosystems). Los resultados obtenidos fueron 

procesados utilizando el método comparativo 2-ΔΔCT(17). 

Análisis estadístico  

Para determinar la significancia estadística de los resultados obtenidos en la PCR 

cuantitativa, se llevó a cabo un análisis de la prueba no paramétrica de Mann-
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Whitney. Los promedios de cada grupo fueron comparados y se tomó el criterio de 

significación aquellos con valores P < 0.05. 
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Resultados 

Con la intención de verificar que las dosis utilizadas de fármacos epigenéticos no 

generaran un alto porcentaje de muerte celular, se realizaron curvas dosis 

respuesta para los seis fármacos por un periodo de 96 h. Se observó que el 

tratamiento individual de los fármacos epigenéticos no indujo una disminución en 

la viabilidad celular mayor al 30% (Figura 1a). Después los fibroblastos humanos 

fueron cultivados en combinación con los seis fármacos epigenéticos, y se 

comprobó que las dosis seleccionadas no alteraron significativamente la viabilidad 

de los fibroblastos humanos con respecto a los controles utilizados (Figura 1b). 

Con la finalidad de generar cambios morfológicos característicos del proceso de 

reprogramación (18), se realizó un cultivo continuo por 40 días en combinación 

con los seis fármacos epigenéticos. Posterior al periodo establecido, se observó 

un cambio en la morfología de los fibroblastos humanos al presentar una 

estructura más ordenada con respecto al control, así como una disminución en el 

porcentaje de confluencia en comparación al control (Figura 1c y 1d). Además, se 

observó la aparición de cuerpos celulares no definidos anclados a los fibroblastos 

humanos. Por último, se observó la formación elevaciones celulares a 

consecuencia del alto porcentaje de confluencia en los controles. A pesar de los 

cambios morfológicos observados, el tratamiento combinado de los fármacos 

epigenéticos no indujo una morfología característica de la transición mesenquimo-

epitelio. Por esta razón fue necesario modificar las condiciones de cultivo a unas 

similares a las establecidas para el cultivo de células pluripotentes; además se 

utilizaron otras moléculas (i.e., CHIR99021 y A-83-01) que favorecen el proceso 

de reprogramación. Sin embargo, debido a la formulación del nuevo medio de 
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cultivo la viabilidad celular de los fibroblastos humanos se disminuyó 

drásticamente posteriori a las 96 h (datos no mostrados). Por esta razón, se 

decidió utilizar un medio de cultivo suplementado con moléculas potenciadoras de 

la reprogramación junto con los fármacos valproato de sodio y 5-azadC, debido a 

que su mecanismo está mejor descrito en la literatura en comparación con los 

otros fármacos. Esto con la finalidad de inducir la expresión de los genes de 

pluripotencia sin afectar la viabilidad celular. 

Se diseñó una estrategia experimental de dos etapas por un periodo de 30 días 

(Figura 2a) para el tratamiento de los fibroblastos humanos con los fármacos 

valproato de sodio y 5-azadC en conjunto con el inhibidor de la glucógeno sintasa 

quinasa 3 beta (GSK3β), CHIR99021, y el inhibidor del factor de crecimiento 

transformante beta (TGFβ), A-83-01. El medio de cultivo para cada etapa y el 

medio estándar control se formularon como se describe en los materiales y 

métodos. Durante el tratamiento en medio etapa 1 se observó una disminución en 

el porcentaje de confluencia en relación al control (Figura 2b y 2c), sin embargo, la 

viabilidad de los fibroblastos en tratamiento no fue afectada. Posteriormente, 

durante el tratamiento con el medio etapa 2, al agregar el A83-01 (inhibidor del 

TGFβ) se observó un aumento en la proliferación celular lo que indujo la aparición 

de elevaciones celulares similares al control (Figura 3d y 3e). Por último, al 

finalizar cada etapa se realizó la extracción de RNA total (Figura 3a), se sintetizó 

el cDNA y se verificó su funcionalidad mediante la amplificación del gen ribosomal 

18S (Figura 3b). 

Con la intención de verificar que los datos obtenidos en la PCR cuantitativa fueron 

confiables se determinó la eficiencia de amplificación de los genes de interés. A 
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excepción del gen FBX15, se obtuvo una pendiente de -3.3 ±10% para los genes a 

evaluar (Fig. S1). Posteriormente, se validó dicha eficiencia de amplificación con 

respecto al control endógeno (GAPDH). Se obtuvo una pendiente >-0.1 y <0.1 

para los genes de interés (Fig. S2). Con esto se verifica que el ensayo se realizó 

correctamente. 

Después de los tratamientos, se evaluó la expresión de los genes relacionados 

con pluripotencia OCT4, SOX2, KLF4, c-MYC, LIN28, NANOG y el gen específico 

de fibroblastos, S100A4 (Figura 4). Se intentó evaluar la expresión del gen 

específico de células embrionarias, FBX15, sin embargo, no fue posible debido a 

la escasez del transcrito. Además, se utilizó como referencia un cultivo 

subconfluente de fibroblastos dérmicos humanos (HDF) y de células pluripotentes 

inducidas (iPSCs). En el ensayo de PCR cuantitativa se observó un aumento en la 

expresión de los genes OCT4, SOX2 y S100A4 en los fibroblastos humanos 

cultivados en medio Etapa 1. A diferencia de los dos primeros, este incremento fue 

significativo para S100A4 (P < 0.05). Por otro lado, la expresión de KLF4 en el 

medio Etapa 1 se vio disminuida de manera significativa (P < 0.01). 

Posteriormente, al añadir el inhibidor del TGFβ (A-83-01) y bFGF, lo cual indica el 

inicio de la segunda etapa, OCT4 y SOX2 mantuvieron una expresión similar a la 

observada en la primera etapa. Curiosamente, la expresión de KLF4 tuvo un 

incremento significativo (P < 0.05) en comparación a lo observado con el medio 

Etapa 1, lo que ocasionó una marcada diferencia con el control y la primera etapa. 

Asimismo, S100A4 mantuvo una mayor expresión con respecto al control (P < 

0.001) y también tuvo aumentó en comparación al primer tratamiento (P < 0.05). 

Por otra parte, se observó una hipervariabilidad en la expresión de c-MYC y 
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NANOG (Fig. S3), lo que dificultó su análisis. Por último, la expresión de LIN28 no 

fue detectada en los fibroblastos humanos en condiciones estándar ni en los 

tratamientos formulados.  
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Discusión  

Al analizar la expresión de los genes OCT4, SOX2, cMYC, KLF4, NANOG y 

S100A4 en los cultivos control y con los medios E1 y E2 es evidente la 

disminución de la expresión de los marcadores de pluripotencia en comparación 

con la referencia del cultivo de fibroblastos dérmicos humanos subconfluentes. 

Esta disminución en la expresión en ambas condiciones de cultivo se atribuye a un 

alto porcentaje de confluencia que presentaban las células durante el periodo de 

los tratamientos. Además, se ha reportado el silenciamiento progresivo de genes 

relacionados con pluripotencia por acción de proteínas remodeladoras de la 

cromatina durante el proceso de diferenciación celular(19). Esto sugiere que al 

tener un alto porcentaje de confluencia las células entran en un estado quiescente 

que reprime la expresión de genes no asociados al linaje celular original. Esto se 

observó con el marcador especifico de fibroblastosS100A4, que mantuvo una 

expresión similar a los fibroblastos subconfluentes. 

A pesar de lo previamente mencionado, los genes OCT4 y SOX2, esenciales para 

la generación de iPSCs, mantuvieron una mayor expresión en los fibroblastos 

cultivados con los medios E1 y E2 en comparación con los controles lo cual indica 

que la combinación de los fármacos valproato de sodio y 5-azadC, en conjunto 

con los componentes del medio, evitan que los factores de pluripotencia sean 

completamente silenciados. Esto podría deberse a la capacidad de los fármacos 

valproato de sodio y 5-azadC en mantener abierta la estructura de la cromatina 

evitando su compactación. Marchion y colaboradores(20) reportaron que el ácido 

valpróico induce la descondensación de la cromatina al inducir la acetilación de las 

histonas 3 y 4, lo que promueve una mayor interacción del DNA con agentes 
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intercalantes. Asimismo, la 5-azadC induce la desmetilación de islas CpG en 

regiones promotoras lo que disminuye la ocupación de nucleosomas en el DNA, 

provoca un aumento en la marca epigenética H3K4me3 y prioriza el uso de la 

histona H2A.Z relacionada con la activación génica(21). 

Por otro lado, la hipervariabilidad en la expresión génica de c-MYC y NANOG en 

cultivos tratados bajo las mismas condiciones se atribuye al “ruido” en la expresión 

génica causado por fluctuaciones aleatorias en la producción del mRNA y 

proteínas(22) lo que provoca una marcada heterogeneidad entre cultivos. De igual 

manera, Kumar y colaboradores(23) reportaron que c-Myc y Nanog, en células 

embrionarias de ratón, son genes con fluctuaciones lentas lo que aumenta la 

heterogeneidad de su expresión entre colonias al mostrar respuestas variadas a 

estímulos externos, a diferencia de genes con fluctuaciones de expresión rápidas 

(e.g., Oct4 y Sox2). Además, la variabilidad celular puede ser causada por una 

“memoria celular”, dependiente del ciclo celular, que ocasiona el comportamiento 

inusual de un conjunto celular dentro de una población(24). Esto podría indicar 

que el efecto de los fármacos epigéticos y de los componentes de los medios E1y 

E2 provocó cambios en un sector de la población celular el cual a consecuencia 

del alto porcentaje de confluencia no fue capaz de proliferar. 

Posteriormente, se ha reportado que KLF4 y S100A4 tienen roles antagónicos al 

inducir la expresión de genes epiteliales(25) y mantener el linaje mesenquimal(26), 

respectivamente, por lo que se esperaba que la expresión de KLF4 aumentara al 

inhibir la acción del TGFβ y que S100A4 se redujera, sin embargo, la inhibición del 

TGFβ durante la segunda etapa del tratamiento provocó el aumento en la 

proliferación celular y una mayor expresión de KLF4 y S100A4. Igualmente, en un 
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modelo in vivo la inhibición de la ruta del TGFβ induce la proliferación de 

fibroblastos S100A4+, lo cual promueve su interacción con células tumorales lo 

que ocasiona la invasión a otros tejidos(27). Esto indica que al inhibir el TGFβ las 

células podrían transformarse en “fibroblastos activados” caracterizados por un 

aumento en la proliferación celular y una mayor secreción de proteínas de la 

matriz extracelular(26), esto último se ve reflejado en la aparición de fibras entre 

las células tratadas. 

Por último, la mecano-transducción de señales provenientes de la matriz 

extracelular hacia la envoltura nuclear tienen un rol crucial en la regulación 

génica(28). Interesantemente, el grado de tensión celular atribuido a la rigidez del 

sustrato ocasiona un proceso de diferenciación a diversos linajes celulares a 

consecuencia de un aumento en la expresión de miosinas no musculares II (NM-

II)(29). Además, la inhibición de NM-II en células embrionarias humas induce un 

aumento de colonias OCT4+ y NANOG+(30). Lo anterior indica, que al cultivar los 

fibroblastos humanos sobre un sustrato rígido la mecano-transducción de señales 

fue un obstáculo para la inducción de los factores de pluripotencia, aunado a que 

una mayor rigidez del sustrato favorece la expresión de genes mesenquimales 

(31), esto pudo ocasionar la constante expresión de S100A4 y la nula expresión 

de LIN28. 
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Conclusión 

En conclusión, los fármacos epigenéticos en conjunto con las moléculas 

potenciadoras de la reprogramación provocaron la muerte celular de los 

fibroblastos dérmicos humanos. Sin embargo, el uso de valproato de sodio y 5-

azadC provocaron cambios en la estructura de la cromatina los cuales no son 

suficientes para inducir la expresión de los factores implicados en la generación de 

iPSCs. No obstante, la modificación en las marcas epigenéticas, que provocan 

alteraciones en la arquitectura del genoma, son solo parte de una serie de eventos 

que se deben llevar a cabo para inducir la expresión de los factores de 

pluripotencia y dar origen a las iPSCs. Por esta razón, es necesario combinar el 

efecto de los fármacos epigenétos en un cultivo celular en proliferación constante 

con un microambiente favorable para generar una plasticidad celular que nos 

permita inducir la expresión de los factores esenciales en el proceso de 

reprogramación. 
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Tablas  

Tabla 1. Primers utilizados en este estudio para los ensayos de PCR.  
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Leyenda de Figuras 

Fig. 1. Evaluación de la citotoxicidad de los fármacos epigenéticos y su 

efecto sobre la estructura celular de fibroblastos dérmicos humanos. La 

citotoxicidad de distintas concentraciones de cada fármaco (a) o de su aplicación 

combinada (b) (HVTIRA; 10 µM de hidralazina, 1 mM de valproato de sodio, 10 

µg/ml de talidomida, 10 µM de Isotretinoinda, 0.5 µM de ribavirina y 2 µM de 5-

azadC) se determinó a los tiempos indicados mediante ensayo flúorométrico de 

reducción del reactivo resazurina. Como control negativo de citotoxicidad se usó 

medio basal con DMSO al 0.1% y como control positivo medio basal con H2O2 al 

100 µM. (c) Fibroblastos dérmicos humanos se mantuvieron por 40 d en medio 

basal o (d) medio basal suplementado con la mezcla de fármacos epigenéticos. 

Las flechas muestran la aparición de los cuerpos celulares no definidos y las 

cabezas de flecha zonas de sobrecrecimiento celular. 

 

Fig. 2. Cultivo de fibroblastos humanos con valproato de sodio y 5-azadC. a) 

Estrategia experimental del tratamiento de los fibroblastos humanos con los 

fármacos valproato de sodio y 5-azadC. b) Cultivo control de fibroblastos dérmicos 

humanos en la Etapa 1; c) Cultivo de fibroblastos humanos en medio Etapa 1. d) 

Cultivo control de fibroblastos dérmicos humanos en la Etapa 2; e) Cultivo de 

fibroblastos humanos en medio Etapa 2. 

 

Fig. 3. Extracción de RNA total y determinación de la funcionalidad del cDNA 

de fibroblastos dérmicos humanos al finalizar la etapa 1 y la etapa 2. a) Se 
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comprobó la integridad de las muestras al observar la presencia de las 

subunidades 28S y 18S ribosomal en un gel de agarosa al 1 %. b) Se comprobó la 

funcionalidad del cDNA por amplificación del gen 18S ribosomal al observar el 

producto amplificado esperado de 450 pb. C1-C3 y Tx1-Tx3 representan tres 

experimentos independientes de las muestras control. MPM, marcador de peso 

molecular; Neg, control negativo; Pos, control positivo; Tx, tratamientos; C, control; 

E1, etapa 1; E2, etapa 2. 

 

Fig. 4. Análisis de expresión de los fibroblastos humanos en medio Etapa 1 y 

Etapa 2. Se analizó la expresión de los genes asociados a pluripotencia OCT4, 

SOX2, c-MYC, KLF4, LIN28 y NANOG y el marcador de fibroblastos S100A4. El 

gen GAPDH se utilizó como control endógeno para normalizar los datos y los 

valores están expresados en unidades relativas (UR). HDF, fibroblastos dérmicos 

humanos subconfluentes; Ctrl-E1, control etapa 1; Tx-E1, tratamiento etapa 1; Ctrl-

E2, control etapa 2; Tx-E2, tratamiento etapa 2. ***, P < 0.001; **, P < 0.01; *P < 

0.05. Los replicados biológicos están representados en el material suplementario 

(Fig. S3). 
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Figuras 

 

Figura 1 
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Figura 2 
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Figura 3 
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Figura 4 
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Material Suplementario 

 

Fig. S1. Evaluación de la eficiencia de amplificación de los genes OCT4, 

SOX2, c-MYC, KLF4, LIN28, NANOG, S100A4 y GAPDH. El eje de las 

ordenadas muestra los valores de CT con respecto al eje de las abscisas que 
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corresponden a las diluciones utilizadas escala logarítmica (Log[RNA]). Se 

muestra la ecuación de la pendiente (y) y el valor predictivo de confianza (R2). 
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Fig. S2. Evaluación de la eficiencia de amplificación de los genes OCT4, 

SOX2, c-MYC, KLF4, LIN28, NANOG y S100A4 en relación al gen GAPDH. El 

eje de las ordenadas muestra los valores ΔCT que representa la diferencia entre el 
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ciclo umbral de los genes a evaluar y el CT del gen GAPDH con respecto al eje de 

las abscisas correspondiente a la dilución utilizada en escala logarítmica 

(Log[RNA]). Se muestra la ecuación de la pendiente (y) y el valor predictivo de 

confianza (R2). 
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Fig. S3. Evaluación de la expresión de los genes OCT4, SOX2, c-MYC, KLF4, 

LIN28, NANOG y S100A4. Las gráficas de la columna izquierda representan tres 

experimentos independientes para cada uno de los tratamientos y las gráficas de 

la columna derecha representan el promedio de los triplicados para cada uno de 

los tratamientos. El gen GAPDH se utilizó como control endógeno para normalizar 

los datos y los valores están expresados en unidades relativas (UR). HDF, 

fibroblastos dérmicos humanos subconfluentes; Ctrl-E1, control etapa 1; Tx-E1, 

tratamiento etapa 1; Ctrl-E2, control etapa 2; Tx-E2, tratamiento etapa 2. 


