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Resumen 

Efecto de la hidralazina y el ácido valproico sobre la expresión de genes 
relacionados con la pluripotencia inducida en células somáticas humanas. 

La reprogramación de células somáticas humanas a células troncales pluripotentes 

inducidas (iPSCs, por sus siglas en inglés) ha generado oportunidades 

prometedoras para la investigación en medicina regenerativa. A pesar del enorme 

potencial en investigación, la reprogramación celular es un proceso ineficiente 

debido a las firmas epigenéticas residuales de las células somáticas. Actualmente 

es de particular interés la búsqueda de moléculas que generen cambios en la 

estructura de la cromatina y reactiven la expresión de genes relacionados con la 

reprogramación celular. En este trabajo reportamos el efecto individual y combinado 

de dos fármacos epigenéticos, hidralazina y ácido valproico, sobre la expresión de 

genes de pluripotencia en células somáticas humanas. El ácido valproico 

incrementó al doble la expresión de NANOG en fibroblastos adultos. El efecto 

combinado del ácido valproico e hidralazina anuló el efecto de cada fármaco sobre 

la expresión de genes de pluripotencia, excepto para cMYC que aumentó en 

fibroblastos de neonato. Interesantemente, la hidralazina aumentó 

significativamente la expresión de OCT4 y NANOG 2.5 y 4 veces, respectivamente; 

sin embargo, no redujo la metilación del DNA de los promotores OCT4 y NANOG y 

no modificó la eficiencia de reprogramación. Para verificar el papel de la hidralazina 

en la modificación del epigenoma, demostramos que este fármaco regula 

negativamente la expresión de los genes DNMT1, ARID1A y ARID2. Finalmente 

obtuvimos resultados preliminares que sugieren que la hidralazina incrementa la 

expresión, propicia la estabilización y la translocación nuclear del factor inducible 

por hipoxia 1-α, HIF1A, el cual podría estar involucrado en la regulación de OCT4 y 

NANOG. Nuestros datos proporcionan evidencia, por primera vez, de que la 

hidralazina regula la expresión de OCT4 y NANOG en células somáticas humanas. 

Palabras clave: reprogramación celular, pluripotencia, ácido valproico, hidralazina  
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Abstract 

Hydralazine promotes the expression of pluripotency genes OCT4 and 
NANOG in human somatic cells. 

 Generation of human-induced pluripotent stem cells (iPSC) has established 

promising opportunities for stem cell research, drug discovery, and disease 

modeling. Despite their enormous potential in research, cell reprogramming is an 

inefficient process due to iPSCs contain epigenetic signatures from their origin cells. 

This epigenetic memory constitutes one of the greatest obstacles in cell 

reprogramming. Currently, the search for small molecules that generate changes in 

chromatin structure and reactivate the expression of genes related to cellular 

reprogramming is of particular interest. Here we report the single and combined 

effect of valproic acid, a histone deacetylase inhibitor, and hydralazine, a DNA 

methyltransferase inhibitor, on the expression of pluripotency genes in adult and 

newborn fibroblasts. Our results show that valproic acid upregulates NANOG 

expression by 2-fold in adult fibroblast. The combined effect of valproic acid and 

hydralazine nullifies the effect of each drug over pluripotency genes expression, 

except for cMYC which is increased in newborn fibroblasts. Interestingly, hydralazine 

significantly increases OCT4 and NANOG expression by 2.5-fold and 4-fold, 

respectively in adult fibroblasts. However, hydralazine did not reduce the DNA 

methylation of OCT4 and NANOG promoters in these cells, and no changes in 

reprogramming efficiency were observed. Furthermore, to confirm the role of 

hydralazine on cell epigenome, we demonstrate that hydralazine downregulates the 

expression of DNMT1, ARID1A, and ARID2 genes. Finally, preliminary results 

suggest that hydralazine enhance the expression, stabilization, and nuclear 

translocation of hypoxia-inducible factor 1-alpha, HIF1A, which could be involved in 

the upregulation of OCT4 and NANOG. Our data provide evidence, for the first time, 

that hydralazine regulates OCT4 and NANOG expression in human somatic cells. 

 

Keywords: cellular reprogramming, pluripotency, valproic acid, hydralazine. 
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1. Introducción 

Las células troncales pluripotentes inducidas (iPSCs) son células pluripotentes 

derivadas de células somáticas que han sido reprogramadas a un estadio de células 

embrionarias [1]. La reprogramación de células somáticas se genera al inducir la 

expresión de genes asociados con la regulación y mantenimiento de células 

embrionarias [2,3]. Debido a que las secuencias genómicas entre las células de 

origen y las iPSC no muestran diferencias genéticas evidentes, el proceso de 

reprogramación se basa en una reestructuración del epigenoma celular. El proceso 

de reprogramación implica la remodelación de la memoria epigenética somática 

para el establecimiento de firmas epigenéticas semejantes a las del estadio 

embrionario [4,5]. Sin embargo, la baja eficiencia de la reprogramación de células 

somáticas a iPSCs es uno de los principales inconvenientes. Esta baja eficiencia de 

reprogramación se asocia con la memoria epigenética residual de las células 

somáticas que perdura durante y después del proceso de reprogramación [6,7]. 

Recientemente, nuestro grupo de investigación identificó un coctel de moléculas 

capaces de inducir la expresión de los genes OCT4, SOX2 y KLF4, pero indujo la 

expresión del gen S100A4 asociado a metástasis en células cancerosas [8]. Por lo 

anterior, es de gran importancia la búsqueda de moléculas que modifiquen la 

estructura del epigenoma y reactiven la expresión de genes relacionados con la 

reprogramación celular. 

Se han identificado fármacos con efectos regulatorios sobre el epigenoma, 

denominados “fármacos epigenéticos” [9]. Los fármacos epigenéticos se dividen 

principalmente en dos categorías: los inhibidores de la metilación del DNA (DNMTs) 

y los inhibidores de desacetilasas de histonas (HDACs) [10]. Dentro de estos grupos 
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de fármacos se encuentran la hidralazina y el ácido valproico. La hidralazina es un 

vasodilatador periférico de acción directa que actúa principalmente sobre las 

arterias causando una relajación directa del músculo liso [11]. La hidralazina está 

indicada para el tratamiento de trastornos hipertensivos e insuficiencia cardíaca; sin 

embargo, su uso actual está limitado a los trastornos hipertensivos durante el 

embarazo [12]. El efecto de la hidralazina sobre el epigenoma está relacionado con 

cambios en patrones de metilación del DNA. Además, la hidralazina modifica la 

metilación del DNA al disminuir la expresión de las metiltransferasas de DNA 1 

(DNMT1) [10,13]. Por otro lado, el ácido valproico es un ácido graso de cadena corta 

prescrito para el tratamiento de la epilepsia y el trastorno bipolar. Los mecanismos 

de su acción terapéutica no se conocen bien. El ácido valproico puede actuar 

aumentando los niveles del neurotransmisor ácido γ-aminobutírico (GABA) en el 

cerebro o alterando las propiedades de los canales de sodio [12,14]. El ácido 

valproico pertenece a la clase de fármacos epigenéticos que inhiben a las histonas 

desacetilasas de clase I [15,16]. En consecuencia, el ácido valproico genera una 

hiperacetilación de las histonas H3 y H4 provocando cambios en la estructura de la 

cromatina que culmina en la activación transcripcional de diversos promotores 

[12,15]. Por consiguiente, en este trabajo hemos propuesto el uso de hidralazina y 

ácido valproico como una nueva estrategia para aumentar la eficiencia de 

reprogramación en células somáticas humanas. 

En el siguiente trabajo reportamos el efecto de los fármacos hidralazina y ácido 

valproico sobre la viabilidad celular de fibroblastos humanos de adulto y neonato, al 

igual que el cálculo de la concentración media inhibitoria (IC50) para cada fármaco. 

Además, evaluamos el efecto individual y combinado de los fármacos sobre la 
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expresión de genes de pluripotencia. Asimismo, analizamos la metilación en los 

promotores de los genes OCT4 y NANOG por efecto de la hidralazina y la 

modificación en genes involucrados con la metilación de DNA y complejos 

remodeladores de la cromatina. Finalmente, evaluamos el efecto de la hidralazina 

sobre la eficiencia de reprogramación y las posibles rutas de señalización que 

pudieran estar involucrados en la modificación en la expresión de los genes de 

pluripotencia. 
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2. Materiales y métodos 

2.1 Fármacos  

El clorhidrato de hidralazina (, pureza del 99 %, catálogo H1753) y la sal sódica 

del ácido valproico (, pureza del 98 %, catálogo P4543) se adquirieron de Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). Para los experimentos, la hidralazina y ácido 

valproico se diluyeron en medio de cultivo a partir de una solución acuosa. 

2.2 Cultivo celular 

Las células H9-GFP [17] se cultivaron sobre una capa fibroblastos 

embrionarios de ratón inactivados por radiación gamma en medio KnockOut DMEM 

suplementado con 20 % de KnockOut Serum Replacement (Gibco, Carlsbad, CA, 

EE. UU.), 2.5 mM de Glutamax (Gibco), 0.1 mM de 2-mercaptoetanol (Sigma), 1 % 

de aminoácidos no esenciales (Gibco) y 10 ng/mL de factor de crecimiento de 

fibroblastos (bFGF) (Prepotech, Rocky Hill, NJ, EE. UU.). Los cultivos se 

mantuvieron en una incubadora (Nuaire, Syracuse, NY, EE. UU.) a 37 °C con 5 % 

de CO2 con cambio de medio cada 24 h. 

Los fibroblastos de prepucio de neonato y los fibroblastos dérmicos humanos 

de adulto, fueron obtenidos en la American Tissue Culture Collection con los códigos 

de identificación ATCC-CRL-2522 y ATCC-PCS-201-012, respectivamente. Ambas 

líneas celulares se cultivaron en medio DMEM adicionado con 4.5 g/L de D-glucosa, 

2.5 mM de L-glutamina, 10 % de suero fetal bovino (Gibco) y 1 % de aminoácidos 

no esenciales (Gibco). Los cultivos se mantuvieron en una incubadora a 37 °C con 

5 % de CO2. 

Para los ensayos de expresión génica y la determinación del porcentaje de 

metilación en regiones promotoras, fibroblastos de adulto y neonato fueron 
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sembrados a una densidad de 4.2×103 y 4.7×103 células/cm2, respectivamente. 

Cada 24 h por un periodo de 72 h medio fresco se añadió con hidralazina, ácido 

valproico y su combinación.  

2.3 Ensayo de viabilidad celular y determinación de la concentración media 

inhibitoria (IC50) 

La evaluación de la viabilidad celular se realizó por medio del reactivo CellTiter-

Blue Cell Viability Assay (Promega, Madison, WI, EE. UU.) de acuerdo con las 

especificaciones del proveedor. Los fibroblastos de adulto y neonato fueron 

sembrados en placas de 96 pozos a una densidad de 5.6×103 y 6.3×103 células/cm2, 

respectivamente. Cada 24 h por un periodo de 96 h medio fresco se añadió con 

hidralazina, ácido valproico y su combinación. Previo a la cuantificación del ensayo 

se añadió medio fresco con el reactivo CellTiter-Blue. Las placas fueron incubadas 

por 4 h en una incubadora a 37 °C con 5 % de CO2. La sensibilidad al fármaco se 

determinó in vitro mediante la lectura de la absorbancia a longitudes de onda de 

570/600 nm utilizando el lector de placas 800 TS Absorbance Reader (BioTek 

Instruments, Winooski, VT, EE. UU.). Los valores IC50 fueron determinaron 

mediante el ajuste de la curva dosis-respuesta a 72 h aplicando el método analítico 

del log (inhibición). 

2.4 Extracción de RNA total 

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

reactivo TRIzol (Ambion, Austin, TX, EE. UU.) 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 
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0.2 mL de cloroformo y el tubo se agitó 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, Carlsbad, 

CA, EE. UU.). La integridad del RNA se visualizó por electroforesis en un gel de 

agarosa al 1 % teñido con GelRed (Biotium, Hayward, CA., EE. UU.). La 

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

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

muestras con valores >1.7 de absorbancia en la relación 260/280nm y sin 

degradación fueron incluidas en ensayos posteriores. 

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

La síntesis de DNA complementario se llevó a cabo utilizando la transcriptasa 

inversa M-MLV (Invitrogen) y random primers (Invitrogen) de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. Brevemente, se utilizó 1 µg de RNA total más 150 ng 

random primers y 0.5 µM dNTPs para preparar la mezcla 1. La mezcla 1 se incubó 

a 65 ºC durante 5 min y luego se enfrió en hielo. Por separado, la Mezcla 2 se 

preparó usando 1× First Strand buffer, 10 mM DTT y 40 unidades RNase OUT 

(Invitrogen). La Mezcla 2 se añadió a la Mezcla 1 y se incubó a 37° C durante 2 min. 

Luego se añadió 1 µL de la transcriptasa inversa M-MLV (200 U/µL) al tubo de 

reacción y se establecieron las siguientes condiciones: incubación a 25° C durante 

10 min, seguido de incubación a 37 °C durante 50 min, y se inactivó la enzima a 
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70 °C durante 15 min. La funcionalidad del cDNA se evaluó mediante PCR para el 

gen ribosomal 18S con los siguientes cebadores: F 5'-GTT ATT TCC AGC TCC AAT 

AGC GTA-3 'y R 5'-GAA CTA CGA CGG TAT CTG ATC GTC-3'. La PCR cuantitativa 

se realizó con el equipo 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystem, 

Foster City, CA. EE. UU.) utilizando ensayos de cebadores y sondas TaqMan® para 

los siguientes genes: OCT4 (POU5F1, Hs01895061_u1), NANOG 

(Hs02387400_g1), KLF4 (Hs100358836_m), MYC (Hs00153408_m1), TET3 

(Hs00896441_m1), ARID1A (Hs00195664_m1), ARID2 (Hs00326029_m1) y HIF1A 

(Hs00153153_m1) (TaqMan Gene Expression Assays, Applied Biosystems). La 

reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen de 20 μL usando TaqMan Universal 

PCR Master Mix (Applied Biosystem, Carlsbad, CA. EE. UU.), 1 uL de la mezcla de 

cebadores/sonda 20× y 3 µL de cDNA a las diluciones 1:32-1:128. La amplificación 

se realizó en el modo estándar utilizando las siguientes condiciones de reacción: 

una incubación inicial a 50 °C durante 2 min, seguida de 95 °C durante 10 min, y 

luego 40 ciclos a 95 °C durante 15 s, 60 °C durante 1 min. La cuantificación de la 

expresión del gen DNMT1 se evaluó utilizando los cebadores: F 5'-TAC CTG GAC 

GAC CCT GAC CTC-3 'y R 5'-CGT TGG CAT CAA AGA TGG ACA-3'; previamente 

reportados [18]. Para la amplificación del gen DNMT1, la reacción de PCR se llevó 

a cabo en un volumen de 10 μL utilizando EXPRESS SYBR GreenER qPCR 

SuperMix Universal (Invitrogen) y 0.35 nM de cada cebador, más 3 µL de cDNA a 

la dilución 1:32. La amplificación se realizó en el modo estándar utilizando las 

siguientes condiciones de reacción: una incubación inicial a 50 °C durante 2 min, 

seguida de 95 °C durante 5 min, y luego 40 ciclos a 95 °C durante 15 s, 60 °C 

durante 30 s y 72 °C durante 30 s. Después de la reacción de qPCR, se generó una 
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curva de disociación para validar la especificidad de los cebadores. Los datos se 

analizaron utilizando el método 2-ΔΔCT [19] y se informaron como el cambio de veces 

en la expresión génica normalizada al gen de control endógeno GAPDH y en 

relación con las células no tratadas como control. Se utilizó como control endógeno 

al gen GAPDH humano (GAPDH) (4310884E, Applied Biosystems), el cual se 

realizó en paralelo con los ensayos de expresión génica TaqMan. Para la 

amplificación de GAPDH por PCR en tiempo real usando SYBR Green se utilizaron 

los siguientes cebadores: F 5'-TTG GTA TCG TGG AAG GAC TCA-3 'y R 5′- TGT 

CAT CAT ATT TGG CAG GTT T-3 ′. Se incluyeron controles de negativos para todos 

los ensayos. Este último ensayo permitió la normalización del gen DNMT1. 

2.6 Ensayo de digestión con enzimas de restricción sensibles a metilación acoplado 

a qPCR (MSRE-qPCR) 

El DNA genómico de fibroblastos de adultos y neonato se extrajo con el kit 

Wizard Genomic DNA Purification (Promega) de acuerdo con las recomendaciones 

del fabricante. Las células controles y tratadas se tripsinizaron, se lavaron con PBS 

y se lisaron con 600 µL de solución de lisis de núcleos con RNasa. Se añadió una 

solución de precipitación de proteínas y la muestra se agitó durante 20 s a alta 

velocidad. El DNA genómico se recuperó mediante precipitación con isopropanol y 

se lavó con etanol al 70 %. El DNA genómico se resuspendió, se cuantificó y se 

visualizó en gel de agarosa teñido con GelRed (Biotium). Posteriormente, se realizó 

el análisis de metilación del DNA con el kit de análisis de metilación de DNA EpiJET 

(MspI / HpaII) (Thermo Fisher Scientific, Vilnius, LT) de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. La digestión del DNA con las enzimas MspI, HpaII o la 

reacción de control no digerida se llevó a cabo en 20 μL con 200 ng de DNA 
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genómico durante 4 h a 37 °C. Después, las muestras se incubaron a 90 °C durante 

10 min. Posteriormente, se llevó a cabo la PCR cuantitativa con 1 μL de DNA 

genómico digerido (MspI/HpaII) o no digerido en un volumen de 10 μL utilizando el 

EXPRESS SYBR GreenER qPCR SuperMix Universal (Invitrogen) y 0.35 nM de 

cebador sentido / antisentido. Las secuencias de cebadores utilizadas en este 

ensayo se muestran en la Tabla 1. La amplificación se realizó en el modo estándar 

utilizando las siguientes condiciones de reacción: una incubación inicial a 50 °C 

durante 2 min, seguida de 95 °C durante 5 min y luego 40 ciclos a 95 °C durante 15 

s, 63 °C durante 30 s y 72 °C durante 30 s. Después de la reacción de qPCR, se 

generó una curva de disociación para validar la especificidad de los cebadores. El 

porcentaje de modificación de 5-mC se calculó con la siguiente fórmula: 

 

% 𝒎𝒆𝒕𝒊𝒍𝒂𝒄𝒊ó𝒏 = −𝟐(𝑪𝒕 𝑯𝒑𝒂𝐈𝐈 − 𝑪𝒕 𝒄𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍) ·  𝟏𝟎𝟎 

Donde:  

Ct HpaII corresponde al ciclo de amplificación de la muestra digerida con la enzima 

HpaII. 

Ct control corresponde al ciclo de amplificación de la muestra sin digerir. 

Los experimentos de validación se realizaron de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante. 
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Tabla 1. Secuencias de los cebadores utilizados para el ensayo MSRE-qPCR. 

pb, pares de bases. 

  

Gen Sitio Secuencia (5'-3') Amplicón 
F-CCT GCA CTG AGG TCC TGG A
R-CCT AAT GGT GGT GGC AAT GGT
F-GGG TTG AGC ACT TGT TTA GGG
R- AGG TTC AAA GAA GCC TGG GAG
F-CCC ACT GCC TTG TAG ACC TTC
R-CCC ACT CTT ATG TTG CCT CTG T
F-CTG CCT CAA CCT CCC ATC AG
R-CGA GAG GGA CGC AGA CAA G
F-CCA CGG CCT CCC AAT TTA CTG
R-ACC TGA AGA CAA ACC CAG CAA C
F-CCT GAA GCA TGA TGT ACT AGC CC
R-CTG GCT TTG CTC CCA CAC AAG
F-GCG AAG AAT GTA GTA AGT CGG C
R-CCA TTG TGT CTA GGG TAA GAG C

OCT4  región promotora

NANOG  región promotora

3

81 pb

112 pb

124 pb

149 pb

172 pb

186 pb

87 pb

1

2

3

4

1

2
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2.7 Aislamiento, cultivo e inactivación de fibroblastos embrionarios de ratón 

Los fibroblastos embrionarios de ratón se obtuvieron a partir de embriones de 

ratón BALB/c de 13.5 días post-coito. Brevemente, se sacrificó a la hembra preñada, 

se extrajeron los cuernos uterinos y se aislaron los embriones en 10 mL de medio 

DMEM adicionado con 4.5 g/L de D-glucosa y 10 % de suero fetal bovino. Se eliminó 

la cabeza, extremidades y vísceras, y la fracción restante se colocó en una placa de 

cultivo de 150 mm y se disoció mecánicamente. Se agregaron 5 mL de tripsina-

EDTA al 0.25 %, se incubó a 37 °C por 15 min y se centrifugó a 3,000 rpm. Se retiró 

el sobrenadante y se añadió medio fresco. A continuación, se sembró el equivalente 

a dos embriones por cada frasco T-75 y los cultivos se mantuvieron en una 

atmósfera a 37 °C con 5 % de CO2. Para la inactivación mitótica de los fibroblastos 

embrionarios de ratón se expandieron las células previo al pasaje 4, se retiró el 

medio y se realizaron dos lavados con PBS. Posteriormente, se añadió medio 

DMEM adicionado con 10 μg/mL de mitomicina C (Cayman Chemicals, Ann Arbor, 

MI, EE. UU.) y se incubó por 2.5 h. Después, se retiró el medio y se realizaron tres 

lavados con PBS. Posterior a la inactivación, los fibroblastos inactivados (iMEFs) 

fueron cultivados en DMEM adicionado con 4.5 g/L de glucosa, 10 % de suero fetal 

bovino y se mantuvieron en una atmósfera a 37 °C con 5 % de CO2. 

2.8 Caracterización de los vectores episomales 

La caracterización de los vectores episomales se llevó a cabo por restricción 

enzimática. Brevemente, 500 ng de cada vector fueron digeridos por 1 h a 37 °C 

Posteriormente, se realizó una separación por electroforesis en un gel de agarosa 

al 0.7 % teñido con GelRed para visualizar el patrón de restricción. pCXLE-
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hOCT3/4-shp53 fue digerido con EcoRV y BglII; pCXLE-hSK y pCXLE-eGFP fue 

digerido con EcoRV, BglII y BamHI; pCXLE-hUL fue digerido con EcoRV y SacI. 

2.9 Generación de células troncales pluripotentes inducidas (iPSCs) 

La generación de iPSC se llevó a cabo por el método de reprogramación con 

los vectores episomales pCXLE-hOCT3/4-shp53, pCLXE-hSK y pCLXE-hUL [20], 

con el apoyo del Laboratorio de Reprogramación Celular a cargo del Dr. Iván 

Velasco, del Instituto de Neurología y Neurocirugía “Manuel Velasco Suárez” y del 

Instituto de Fisiología Celular de la Universidad Nacional Autónoma de México, en 

la Ciudad de México. 

Se utilizaron 3 µg de cada vector en 4 × 105 células en un dispositivo 

Nucleofector (Lonza, Allendale, N.J., EE. UU.) utilizando el kit Amaxa Human 

Dermal Fibroblast Nucleofector (programa U023) de acuerdo con las 

especificaciones del proveedor. Después, las células se cultivaron por siete días en 

medio DMEM adicionado con 4.5 g/L de glucosa, 10 % de suero fetal bovino, 1 mM 

de ácido valproico, 100 U/mL de penicilina y 100 µg/mL de estreptomicina. Al día 

ocho, las células fueron cosechadas sembradas sobre fibroblastos embrionarios de 

ratón inactivados mitóticamente en medio KnockOut DMEM suplementado con 20 % 

de KnockOut Serum Replacement, 2.5 mM de Glutamax, 0.1 mM de 2-

mercaptoetanol, 1 % de aminoácidos no esenciales (NEAA) y 10 ng/mL de factor de 

crecimiento de fibroblastos (bFGF). 

Para la realización de la reprogramación celular en el Laboratorio de Biología 

Molecular del Centro de Investigación Biomédica del Noreste, se transfectaron 2.5 

µg de cada vector en 1 × 106 células en un dispositivo Neon Transfection System 

(Invitrogen) de acuerdo con las especificaciones del proveedor. El equipo fue 
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facilitado por el Dr. Gerardo García, del Tecnológico de Monterrey. Las condiciones 

para los fibroblastos de neonato fueron 1,650 V, 10 ms con tres pulsos y las 

condiciones para los fibroblastos de adulto fueron 1,800 V, 20 ms con un pulso. Las 

células fueron cultivadas por siete días en medio de reprogramación en ausencia o 

presencia de 30 µM de hidralazina. El medio de reprogramación se formuló con 

DMEM adicionado con 4.5 g/L de D-glucosa, 2.5 mM de L-glutamina, 10 % de suero 

fetal bovino, 10 % de remplazo de suero (Gibco), 1 % de aminoácidos no esenciales 

(NEAA), 3 µM de CHIR99021(Sigma-Aldrich) y 0.5 µM A83-01 (Sigma-Aldrich). 

Durante los primeros siete días se cambió el medio a las células cada 48 h. 

Posteriormente, las células fueron cosechadas y sembradas sobre fibroblastos 

embrionarios de ratón inactivados mitóticamente con mitomicina C. Al día siguiente 

el medio de cultivo fue cambiado por medio KnockOut DMEM (Gibco) suplementado 

con 20 % de remplazo de suero (Gibco), 2.5 mM de L-alanil-L-glutamina (Corning, 

NY, EE. UU.), 0.1 mM de 2-mercaptoetanol, 1 % de aminoácidos no esenciales y 

10 ng/mL de factor de crecimiento de fibroblastos (bFGF) (Corning). En ambos 

eventos de reprogramación, los cultivos se mantuvieron en una atmósfera a 37 °C 

con 5 % de CO2 con cambio de medio cada 24 h. Finalmente, entre el día 15 a 25 

se contó el número de colonias con características de colonias pluripotentes 

humanas descritas por Healy y Ruban [22] y por Schwartz y colaboradores [21], las 

cuales incluyen: alto grado de compactación de las colonias, bordes definidos, un 

núcleo de gran tamaño, citoplasma escaso y nucléolos prominentes. 

2.10 Ensayos de inmunofluorescencia 

Se cultivaron colonias de iPSC, fibroblastos adultos y neonato en placas de 24 

pozos con cubreobjetos de vidrio recubiertos previamente con gelatina al 0.5 % de 
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acuerdo con las condiciones de cultivo descritas anteriormente. Después de los 

tratamientos, se retiró el medio de cultivo, se lavaron las células con PBS y se fijaron 

con paraformaldehido al 4 % durante 20 min. Las células se permeabilizaron y 

bloquearon durante 1 h en PBS con Triton X-100 al 0.2 %, BSA al 1 % y suero 

normal al 10 % obtenido de la especie animal donde se producen los anticuerpos 

secundarios. Para la detección del marcador de superficie SSEA4, se omitió la 

permeabilización con Triton X-100. Luego, se realizó la incubación con el anticuerpo 

primario diluido en solución de bloqueo durante toda la noche a 4 ºC. Después del 

lavado las células se incubaron en la oscuridad con los anticuerpos secundarios 

apropiados durante 1 h a temperatura ambiente, se contratiñeron con DAPI y se 

montaron con SlowFade Diamond (Invitrogen). Se utilizaron los siguientes 

anticuerpos: anti-OCT4 de cabra (R&D Systems AF1759, dilución 1: 100), anti-

SOX2 de ratón (R&D Systems MAB2018, 1: 100), anti-NANOG de conejo 

(Prepotech 500-P236, dilución 1: 1,000), ratón anti-SSEA4 (R&D Systems 

MAB1435, dilución 1: 100), anti-NRF2 de conejo (Abcam ab31163, dilución 1: 200) 

y anti-HIF1A (Santa Cruz Biotechnology sc-13515, dilución 1:25). Los anticuerpos 

primarios utilizados para la detección de OCT4, SOX2 y SSEA4 fueron los incluidos 

en el Panel Plus de anticuerpos marcadores de células troncales pluripotentes 

humanas (R&D Systems). Como anticuerpos secundarios, se utilizaron anti-ratón 

de cabra conjugado con Alexa Flour 594 (Thermo Fisher Scientific, dilución 1:500), 

anti-conejo de cabra conjugado con Alexa Flour 488 (Thermo Fisher Scientific, 

dilución 1:500) y anti-cabra de burro conjugado con Alexa Flour 568 (Thermo Fisher 

Scientific, dilución 1:500) según las instrucciones del proveedor a una dilución de 1: 
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500. Las inmunotinciones se analizaron y fotografiaron con el sistema EVOS FL Cell 

Imaging System (Thermo Fisher Scientific, Bothell, WA, EE. UU.). 

2.11 Análisis estadístico 

El análisis estadístico se llevó a cabo con el software GraphPad Prism versión 

6. Se utilizó una ANOVA bidireccional con pruebas de comparación múltiple de 

Dunnett para las comparaciones entre el control y otros grupos. También, se utilizó 

la prueba t de Student para las comparaciones entre grupos. Las pruebas 

estadísticas utilizadas están especificadas en cada pie de figura. Los valores se 

expresan como media ± SEM de al menos tres experimentos independientes. Las 

diferencias entre el control y los otros grupos se consideró significativa cuando P < 

0.05. 
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3. Resultados 

Con la finalidad de adquirir experiencia en el cultivo de células pluripotentes y en la 

generación de iPSCs humanas, se realizó el cultivo de las células embrionarias H9-

eGFP y se reprogramaron fibroblastos humanos. Debido a que el cultivo de células 

pluripotentes requiere de una capa de células alimentadoras que proporcionen los 

factores de crecimiento para su mantenimiento [21], fue necesario establecer el 

cultivo primario de fibroblastos embrionarios de ratón como células alimentadoras. 

Primero, se sacrificó a una hembra preñada a los 13.5 días post-coito y se realizó 

la disección de los cuernos uterinos (Figura 1A y 1B). Posteriormente, se obtuvieron 

los embriones y se les removieron las vísceras, cabeza y extremidades (Figura 1C), 

se maceraron y trataron con tripsina para disociar las células y establecer el cultivo 

primario de fibroblastos embrionarios de ratón (MEFs) (Figuras 1D y 1E). 

Finalmente, la proliferación celular de los fibroblastos embrionarios de ratón fue 

inhibida con mitomicina C para ser utilizados como células alimentadoras en los 

siguientes experimentos. Al tener las condiciones de cultivo adecuadas para el 

mantenimiento de células pluripotentes, se realizó el cultivo de la línea celular H9-

eGFP, que son células troncales embrionarias (ESCs) y que derivan de la masa 

celular interna de un blastocisto humano y expresan, de manera constitutiva, al gen 

de la proteína verde fluorescente (GFP) [17]. Las células H9-eGFP muestran un 

alto grado de compactación de las colonias, bordes definidos, un núcleo de gran 

tamaño, citoplasma escaso y nucléolos prominentes (Figura 2A). Asimismo, se 

detectó por ensayos de inmunofluorescencia los marcadores de pluripotencia 

OCT4, SOX2, NANOG y el marcador de superficie SSEA4. Lo anterior demuestra 

la condición de células no diferenciadas de la línea célular H9-eGFP (Figura 2B). 
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Figura 1. Aislamiento y establecimiento de cultivos primarios de fibroblastos 

embrionarios de ratón. Panel A, sacrificio de hembra preñada a los 13.5 días post-

coito y disección de los cuernos uterinos. Panel B, lavado de los cuernos uterinos. 

Panel C, disección de embriones de ratón. Se retira la cabeza, viseras y 

extremidades. Paneles D y E, cultivo primario de fibroblastos embrionarios de ratón 

(escala: 400 µm en D, 100 µm en E). 
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Figura 2. Cultivo y caracterización de células embrionarias humanas H9-eGFP. 

Panel A, morfología característica de las células embrionarias humanas H9-eGFP. 

Las escalas representan 100 µm, y en la micrografía amplificada corresponde a 50 

µm. Panel B, detección de marcadores de pluripotencia OCT4 (rojo), NANOG (rojo), 

SOX2 (magenta) y SEE4 (magenta) por inmunofluorescencia y la sobreposición de 

imágenes (MERGE). Las células H9-eGFP son positivas para el gen GFP (verde), 

y se muestran en la primera columna de la serie. 
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Lo siguiente fue generar células pluripotentes humanas inducidas (iPSCs) a partir 

de células somáticas humanas. Para la generación de iPSCs humanas se utilizaron 

cuatro vectores episomales que expresan los factores de pluripotencia OCT4, 

SOX2, KLF4, L-MYC, LIN28, el RNA interferente del gen p53 y el gen reportero 

GFP (Figura 3A). Los vectores fueron caracterizados (Figura 3B) y transfectados 

en fibroblastos de neonato (Figura 3C). Posterior a la transfección se observó un 

alto porcentaje de células GFP+, las cuales comenzaron a perder su morfología 

mesenquimal y a generar agrupaciones celulares características de la transición 

mesenquimal a epitelio [23] (Figura 3D). Asimismo, al día doce comenzó la 

aparición de pequeñas colonias GFP+ que gradualmente fueron aumentando de 

tamaño. Al día 16 las células perdieron la morfología mesenquimal, se compactaron 

y delimitando en colonias con morfología similar a ESCs humanas (Figuras 3E y 

3F). Entre los días 25 a 30 se seleccionaron las colonias con morfología 

característica a ESCs para el proceso de expansión, mantenimiento y 

caracterización. Durante el proceso de expansión, las colonias seleccionadas 

mantuvieron una morfología similar a las ESCs con un núcleo alargado, alto grado 

de compactación y delimitación de las colonias (Figura 4A). Además, se detectó por 

inmunofluorescencia los marcadores de pluripotencia OCT4, SOX2, NANOG 

(Figura 4B) y el marcador de membrana SSEA4 característicos de células 

pluripotentes (dato no mostrado), lo cual confirma que las células somáticas han 

reactivado la red de pluripotencia. Con estos resultados, se demostró la capacidad 

para mantener, seleccionar y caracterizar células pluripotentes, y llevar a cabo 

procesos de reprogramación a partir de células somáticas humanas. 
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Figura 3. Generación de células pluripotentes inducidas (iPSCs) por vectores 

episomales. Panel A, vectores episomales utilizados para la generación de iPSCs 

humanas [20]. Panel B, simulación in silico y caracterización de los vectores 

episomales por digestión enzimática; los fragmentos generados para cada vector 

son los siguientes: pCXLE-hOCT3/4-shp53 6,531 pb y 5,150 pb; pCXLE-hSK 6,940 

pb, 5,150 pb y 603 pb; pCXLE-hUL 9,542 pb y 2,509 pb; pCXLE-EGFP 5,159 pb, 



21 
 

5,150 pb y 602 pb. MPM, marcador de peso molecular. Panel C, Esquema de 

reprogramación celular utilizando vectores episomales. Panel D, pérdida de la 

morfología mesenquimal y generación de agrupaciones celulares en etapas 

tempranas del proceso de reprogramación. La escala representa 100 µm. Panel E, 

generación de colonias con morfología similar a células embrionarias (ESC´s) 

humanas. La escala representa 100 µm. iMEFs, fibroblastos embrionarios de ratón 

inactivados. Panel F, adquisición gradual de colonias con morfología similar a las 

ESCs humanas. Las barras de escala representan 100 µm, y en las micrografías 

amplificadas corresponde a 50 µm. 

 
  



22 
 

 

 

Figura 4. Selección y caracterización de células pluripotentes inducidas (iPSCs) por 

vectores episomales. Panel A, imágenes representativas de la morfología 

característica de las colonias de iPSC. Las imágenes I-II y III-IV representan una 

colonia del pase 3 y 5, respectivamente. La escala representa 100 µm, y en las 

micrografías amplificadas corresponde a 50 µm. Panel B, detección de los 

marcadores de pluripotencia OCT4, SOX2 y NANOG (rojo) en colonias con 

morfología similar a células embrionarias (ESC´s) humanas. Se realizó la 

contratinción del núcleo con el colorante DAPI (azul). 
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Posteriormente, con el objetivo de establecer y validar una concentración de 

hidralazina y ácido valproico que no redujera drásticamente la viabilidad de los 

fibroblastos de adulto y neonato, se realizaron curvas dosis-respuesta de los 

fármacos por un periodo de 24, 48, 72 y 96 h. Se observó una disminución en la 

viabilidad celular relacionada al aumento de la concentración y al periodo de 

exposición a la hidralazina (Figuras 5A y 5B) y al ácido valproico (Figuras 5C y 5D) 

en ambas líneas celulares. De acuerdo con los ensayos de viabilidad se 

seleccionaron las concentraciones de 30 µM de hidralazina y 1 mM de ácido 

valproico para ensayos posteriores. A continuación, se evaluó el efecto combinado 

de los fármacos sobre la viabilidad de los fibroblastos de adulto y neonato por 24, 

48, 72 y 96 h. Los fibroblastos de adulto tuvieron una disminución de la viabilidad 

del 17 % y 15 % a las 72 y 96 horas de tratamiento, respectivamente (Figura 5E). 

Por otro lado, los fibroblastos de neonato mostraron una disminución de la viabilidad 

del 11 % a partir de las 24 horas hasta alcanzar un 36 % a las 96 horas (Figura 5F). 

Nuestros resultados señalan que las concentraciones seleccionadas de los 

fármacos son aptas para los ensayos posteriores al no disminuir drásticamente la 

viabilidad de los fibroblastos humanos. Además, las curvas generadas nos 

permitieron calcularon los valores de concentración media inhibitoria (IC50) para 

hidralazina y ácido valproico a las 72 h en ambas líneas celulares. Para los 

fibroblastos de adulto se calculó una IC50 de 95.86 µm para hidralazina (Figura 6A) 

y 7.517 mM de ácido valproico (Figura 6C). Los fibroblastos de neonato mostraron 

una mayor sensibilidad a los fármacos al presentar valores de IC50 de 80.86 µM para 

hidralazina (Figura 6B) y 1.872 mm de ácido valproico (Figura 6D). 
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Figura 5. Efecto de la hidralazina (HYD) y ácido valproico (VPA) sobre la viabilidad 

celular de fibroblastos de adulto y neonato. Se realizaron curvas dosis-tiempo 

respuesta para evaluar el efecto de HYD (panel A y B) y VPA (panel C y D) sobre la 

viabilidad celular de fibroblastos adulto y neonato. Se utilizó una ANOVA 

bidireccional con pruebas de comparación múltiple de Dunnett para las 

comparaciones entre el control y otros grupos. Efecto combinado de HYD 30 µM y 

VPA 1 mM sobre la viabilidad celular de fibroblastos adultos (panel E) y neonato 

(panel F). Los valores se expresan como media ± SEM de tres experimentos 
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independientes. Se utilizó la prueba t de Student para las comparaciones entre 

grupos. *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001.  
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Figura 6. La concentración media inhibitoria (IC50) de hidralazina (HYD) y ácido 

valproico (VPA) en fibroblastos de adulto y neonato. Los valores de IC50 para HYD 

(panel A y B) y VPA (panel D y C) en fibroblastos adultos y neonato se determinaron 

mediante el ajuste de la curva dosis-respuesta a 72 h aplicando el método analítico 

del log (inhibición). Los valores se expresan como media ± SEM de tres 

experimentos independientes. Se muestran los valores de R2. 
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Con el objetivo de evaluar los niveles de expresión de los genes de 

pluripotencia por el efecto individual y combinado de los fármacos, fibroblastos 

de adulto y neonato fueron expuestos a hidralazina 30 µM y ácido valproico 1 

mM por 72 h. En fibroblastos de adulto, el análisis por RT-PCR cuantitativa 

(RT-qPCR), mostró que la hidralazina incrementa tres veces la expresión del 

gen OCT4 (Figura 7A). Además, se observó que la combinación de los 

fármacos anula el incremento provocado por la hidralazina sobre la expresión 

de OCT4. Al evaluar los fibroblastos de neonato no se observó una diferencia 

en la expresión de OCT4 por el efecto de los fármacos (Figura 7A). Después, 

se decidió evaluar por RT-qPCR la expresión de los genes NANOG, cMYC y 

KLF4, relacionados con el proceso de reprogramación celular en ambas líneas 

celulares. Al evaluar la expresión de NANOG se detectó un incremento en los 

niveles de transcrito de cinco y dos veces por efecto individual de la hidralazina 

y ácido valproico en fibroblastos de adulto, respectivamente (Figura 7B). Para 

el caso de los fibroblastos de neonato, se observó una tendencia al incremento 

en la expresión de NANOG por efecto de la hidralazina, sin embargo, este 

aumento no fue estadísticamente significativo. Similar a lo observado con los 

niveles de expresión de OCT4, al combinar ambos fármacos no se observó un 

cambio en la expresión de NANOG en ambas líneas celulares. Al analizar la 

expresión del gen cMYC se observó una disminución en la expresión por 

efecto del ácido valproico y la combinación de los fármacos en fibroblastos de 

adulto (Figura 7C). Contrario a lo previamente observado, los fibroblastos de 

neonato mostraron un incremento en la expresión del gen cMYC por efecto del 

ácido valproico y su combinación con hidralazina (Figura 7C). Al evaluar la 
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expresión del gen KLF4 no se detectó un cambio por efecto de los fármacos en 

ambas líneas celulares (Figura 7D). Al evaluar al factor SOX2, no fue posible 

determinar su nivel de expresión en fibroblastos humanos. En conclusión, se 

observó que la hidralazina induce la expresión de los genes de pluripotencia OCT4 

y NANOG en fibroblastos humanos. 
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Figura 7. Evaluación de la expresión de genes de pluripotencia por efecto de la 

hidralazina (HYD) y ácido valproico (VPA). Se realizaron ensayos de RT-qPCR para 

la evaluación de los genes OCT4 (panel A), NANOG (panel B), cMYC (panel C) y 

KLF4 (panel D). Los fibroblastos de adultos y neonato fueron tratados por 72 h con 

HYD 30 µM (rojo), VPA 1 mM (verde) o la combinación de ambos (gris). Los valores 

se expresan como media ± SEM de tres experimentos independientes. Se incluyó 

para referencia un grupo control sin tratamiento (azul). Se utilizó la prueba t de 

Student para las comparaciones entre grupos. *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 

0.001. 
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Se decidió evaluar los patrones de metilación en las regiones promotoras de 

los genes OCT4 y NANOG por efecto de hidralazina. El porcentaje de metilación 

(5mC) en sitios 5'-CCGG-3' específicos de las regiones promotoras de OCT4 y 

NANOG se determinó por digestión enzimática acoplada a PCR cuantitativa. 

Contrario a lo esperado, nuestros resultados no reflejan una posible disminución del 

porcentaje de metilación en las regiones promotoras de los genes evaluados. En el 

caso de los fibroblastos de adulto no se observa un cambio en el porcentaje de 

metilación de los sitios analizados (Figuras 8B y 8C). Por otro lado, los fibroblastos 

de neonato mostraron una tendencia al incremento en el porcentaje de metilación, 

particularmente en los sitios evaluados para la región promotora de NANOG (Figura 

8E). Es posible que este efecto sea consecuencia de una mayor sensibilidad a la 

hidralazina por parte de los fibroblastos de neonato, pero es necesario realizar otros 

estudios para definirlo. Conjuntamente, los resultados muestran que la hidralazina 

30 µM por 72 h no disminuye la metilación del DNA en fibroblastos de adulto y 

neonato. 
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Figura 8. Análisis de metilación de sitios CpG de la región promotora de OCT4 y 

NANOG en fibroblastos de adulto y neonato por efecto de hidralazina. Panel A, 

representación esquemática de los sitios 5'-CCGG-3' en los promotores OCT4 y 

NANOG. Análisis de metilación de los sitios CpG de los promotores OCT4 y NANOG 

en fibroblastos adultos (panel B y C) y neonato (panel D y E), respectivamente. Los 

fibroblastos adultos y neonato fueron tratados durante 72 h con HYD 30 µM (rojo) y 

se incluyeron grupos control sin tratamiento (azul). Los valores se expresan como 
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media ± SEM de tres experimentos independientes. Se utilizó la prueba t de Student 

para las comparaciones entre grupos.  
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Con la intención de observar el efecto de hidralazina sobre genes clave en el 

proceso de remodelación epigenética, se evaluó por RT-qPCR los niveles de 

expresión de los genes TET3 y DNMT1 involucrados en los procesos de 

desmetilación y metilación de DNA, respectivamente. Al analizar la expresión del 

gen TET3 no se observó un cambio significativo en ambas líneas celulares, sin 

embargo, fue evidente la tendencia al incremento en fibroblastos de neonatos 

(Figura 9A). Asimismo, al evaluar la expresión de la DNMT1 se observó una 

disminución significativa en su expresión por efecto de la hidralazina, no obstante, 

esta disminución únicamente se observó en fibroblastos de neonato (Figura 9B). A 

continuación, se decidió evaluar la expresión de los genes ARI1A y ARID2, ambos 

involucrados con complejos remodeladores de la cromatina. Los análisis de RT-

qPCR mostraron que la expresión de ARI1A y ARID2 disminuyeron 20% (Figura 9C) 

y 21% (Figura 9D), respectivamente, en fibroblastos de neonato. Los fibroblastos de 

adulto no mostraron cambios significativos. Lo anterior confirma el efecto de la 

hidralazina en el epigenoma de los fibroblastos humanos.  
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Figura 9. Expresión de genes implicados en la metilación del DNA y complejos 

modificadores de la cromatina. Evaluación de los genes TET3 (panel A) y DNMT1 

(panel B), ARID1A (panel C) y ARID2 (panel D) en fibroblastos de adulto y neonato. 

Los fibroblastos adultos y neonato fueron tratados durante 72 h con HYD 30 µM 

(rojo) y se incluyeron grupos control sin tratamiento (azul). Los valores se expresan 

como media ± SEM de tres experimentos independientes. Se utilizó la prueba t de 

Student para las comparaciones entre grupos. *, P < 0.05; **, P < 0.01. 
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Al comprobar que la hidralazina tiene un efecto sobre la expresión de genes 

de pluripotencia y de genes modificadores del epigenoma, se decidió evaluar su 

efecto sobre la generación de iPSCs a partir de fibroblastos de adulto y neonato. Se 

diseñó un esquema de tratamiento con hidralazina 30 µM en las etapas iniciales del 

proceso de reprogramación (Figura 10A). En ambas líneas celulares, se monitoreó 

periódicamente la formación progresiva de colonias con fenotipo de células 

pluripotentes. Estas colonias generadas se caracterizaron por un alto grado de 

compactación, bordes definidos y redondeados, y con un núcleo de gran tamaño 

(Figura 10B). Para evaluar la eficiencia de reprogramación se contaron el número 

total de colonias generadas para ambas líneas celulares. El criterio de selección se 

realizó con base en la morfología característica de las colonias de células 

pluripotentes humanas descritas por Healy y Ruban [22] y por Schwartz y 

colaboradores [21]. Se observó que el tratamiento con hidralazina no incrementó el 

número de colonias reprogramadas en fibroblastos de adulto (Figura 10C) y neonato 

(Figura 10D). Finalmente, las colonias seleccionadas de adulto y neonato fueron 

caracterizadas con ensayos de inmunofluorescencia por la detección de los 

marcadores de pluripotencia OCT4, NANOG, SOX2 y el marcador de superficie 

SSEA4. Todas las colonias seleccionadas mostraron la expresión de los 

marcadores mencionados. Esto nos confirmó que el proceso de reprogramación fue 

exitoso en fibroblastos de adulto (Figura 11A) y neonato (Figura 11B) en colonias 

controles y aquellas expuestas a hidralazina. En conjunto, estos resultados 

demuestran que la hidralazina 30 µM no aumenta el número de colonias de células 

pluripotentes en fibroblastos de adulto y neonato, pero no modifica la generación de 

células reprogramadas.  
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Figura 10. Evaluación de la eficiencia de reprogramación por efecto de la 

hidralazina (HYD) en fibroblastos adultos y neonato. Panel A, esquema de 

generación de iPSC con o sin HYD 30 µM. Panel B, imágenes representativas de la 

morfología característica de las colonias de iPSC en fibroblasto de adultos y 

neonato. La escala representa 400 µm. Número de colonias generadas con o sin 

tratamiento de HYD en fibroblastos adulto (panel C) y neonato (panel D). iMEFs, 

fibroblastos embrionarios de ratón inactivados mitóticamente. Los valores se 

expresan como media ± SEM de tres experimentos independientes. Se utilizó la 

prueba t de Student para las comparaciones entre grupos. 
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Figura 11. Caracterización de colonias iPSC generadas a partir de fibroblastos de 

adulto y neonato. Detección de marcadores de pluripotencia OCT4 (rojo), NANOG 

(verde), SOX2 (rojo) y SEEA4 (rojo) por inmunofluorescencia en colonias iPSC 

generadas a partir de fibroblastos adultos (panel A) y neonato (panel B). Se realizó 

la contratinción con el colorante DAPI (azul). La escala representa 400 µm. 
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Con la intención de identificar el posible mecanismo por el cual la hidralazina 

modifica la expresión de OCT4 y NANOG, se decidió evaluar los blancos 

moleculares de la hidralazina. Previamente, se ha reportado que la hidralazina 

ocasiona la translocación nuclear del factor NRF2, regulador de genes de enzimas 

antioxidantes [24] y la estabilización del factor inducible de hipoxia HIF1A [25]. 

Ambos factores regulan la expresión de los genes OCT4 y NANOG [26,27]. 

Contrario a lo reportado, se observó que la hidralazina no modifica la localización 

del factor NRF2 (Figura 12A) en fibroblastos de neonato. Además, en ensayos 

preliminares, hemos observado que la hidralazina estabiliza al factor HIF1A lo que 

ocasiona su traslocación a núcleo (Figura 12A). Esto se corroboró con el aumento 

en los niveles de transcrito del factor HIF1A por efecto de la hidralazina (Figura 12B) 

en ambas líneas celulares. Nuestros datos podrían sugerir una relación entre la 

hidralazina, el factor HIF1A y el incremento en la expresión de OCT4 y NANOG por 

efecto de la hidralazina. Sin embargo, es necesario determinar en nuestro estudio 

la interacción de HIF1A por efecto de la hidralazina con las regiones promotoras de 

ambos genes.  
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Figura 12. Evaluación de blancos moleculares modificados por la hidralazina. Panel 

A, localización subcelular de los factores NRF2 (verde) y HIF1A (rojo) en fibroblastos 

de neonato. Se realizó la contratinción con el colorante DAPI (azul). La escala 

representa 100 µm. Panel B, evaluación de la expresión del gen HIF1A en 

fibroblastos de adulto y neonato normalizados con la expresión del gen GAPDH. 

Los valores se expresan como media ± SEM de tres experimentos independientes. 

Se utilizó la prueba t de Student para las comparaciones entre grupos. *, P < 0.05. 
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4. Discusión 

En este estudio descubrimos que la hidralazina modifica la expresión de genes 

de pluripotencia regulados a través de la metilación del DNA y complejos 

remodeladores de la cromatina, pero no incrementa el número de colonias de 

fibroblastos de adulto y neonato reprogramadas. 

La regulación transcripcional de los factores OCT4 y NANOG se relaciona con 

el mantenimiento de la red de pluripotencia [28], oncogénesis [29] y reprogramación 

celular [30]. Los reportes relacionados con la regulación transcripcional de OCT4 y 

NANOG en células normales diferenciadas son escasos. Nuestros hallazgos 

demuestran por primera vez que la hidralazina incrementa la expresión de OCT4 y 

NANOG en fibroblastos humanos a las 72 h de tratamiento. Lo anterior contrasta 

con lo reportado por O'Driscoll y colaboradores, quienes señalan que la hidralazina 

disminuye los niveles de expresión de OCT4 en células P19 [31]. La discrepancia 

entre resultados es atribuida principalmente a la metodología utilizada para la 

evaluación de los niveles de expresión de OCT4, el modelo celular utilizado para los 

ensayos, la concentración de hidralazina y el tiempo de exposición al fármaco. 

Primero, el análisis de expresión que se realizó en este trabajo fue de manera 

cuantitativa por PCR en tiempo real, a diferencia del ensayo cualitativo de O'Driscoll 

y colaboradores [31]. Segundo, nuestro esquema experimental está enfocado al 

tratamiento de células somáticas humanas normales, a diferencia de las células 

P19, derivadas de un teratocarcinoma de ratón. Lo anterior es de suma importancia 

debido a que la regulación transcripcional, epigenética y arquitectura del genoma 

será distinta en células P19 con características pluripotentes y en fibroblastos 

humanos normales. Finalmente, una diferencia más a considerar en ambos reportes 
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es la concentración y tiempos de exposición al fármaco, los cuales fueron en nuestro 

estudio más altos o bajos, y por menor tiempo, respectivamente. 

La mayoría de los reportes que evalúan el efecto de la hidralazina sobre la 

regulación transcripcional de genes se enfocan, principalmente, en su 

reposicionamiento como tratamiento adyuvante en terapias contra el cáncer. La 

hidralazina se ha vinculado a la reactivación de genes supresores de tumores en 

regiones promotoras hipermetiladas en líneas celulares derivadas de cánceres 

[10,32–34]. Asimismo, en modelos in vivo e in vitro de fibrosis renal, el tratamiento 

con hidralazina demostró revertir la metilación aberrante en regiones regulatorias 

vinculadas con la patología [35]. La reactivación de la expresión génica por efecto 

de la hidralazina se realiza, en gran parte, por inhibición de las DNMTs [36,37]. 

Nuestros hallazgos validan el efecto inhibitorio de la hidralazina sobre la expresión 

del gen DNMT1. Sin embargo, nuestros análisis de las regiones promotoras de 

OCT4 y NANOG no muestran correlación entre el incremento en la expresión de los 

genes de pluripotencia y disminución de los sitios CpG evaluados. Contrario a lo 

esperado, observamos una tendencia al incremento en la metilación del DNA. Es 

importante señalar que el ensayo realizado para la evaluación de sitios CpG en los 

promotores de OCT4 y NANOG se limitan a la identificación de la secuencia 5'-

CCGG-3’ reconocida por las enzimas MspI y HpaII. Es recomendable complementar 

estos análisis con técnicas que permitan evaluar el total de la región promotora, 

como lo es el método de secuenciación por bisulfito [38]. Además, en células 

somáticas OCT4 y NANOG se sitúan en zonas de heterocromatina, por lo cual aún 

no está definido si 72 h de tratamiento con hidralazina son suficientes para modificar 

la metilación en los sitios CpG de las regiones promotoras evaluadas.  
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Se han reportado otros mecanismos de regulación epigenética por efecto de 

la hidralazina independientes de la inhibición de las DNMTs. Dehghan y 

colaboradores reportaron la correlación entre la activación de las deacetilasas de 

histonas SIRT1 y SIRT5 por efecto de la hidralazina y la resistencia a estrés en C. 

elegans [39]. Asimismo, Tampe y colaboradores demostraron que la desmetilación 

inducida por la hidralazina está mediada por mecanismos de desmetilación activa, 

específicamente por la proteína TET3, y no dependientes de la inhibición de la 

DNMT1 [35]. Nuestros análisis de expresión del gen TET3 muestran una tendencia 

al incremento por efecto de la hidralazina. Además, observamos que la hidralazina 

disminuye los niveles de expresión de los genes ARID1A y ARID2, ambos miembros 

de la familia del complejo remodelar de la cromatina SWI/SNF. Interesantemente, 

la disminución en la expresión de ARID1A y ARID2 está relacionada con 

reprogramación epigenética y oncogénesis [40,41]. Lo anterior aporta un nuevo 

mecanismo de regulación epigenética mediado por hidralazina. Estudios 

complementarios son necesarios para determinar el efecto que tiene la disminución 

de la expresión de los genes ARID1A y ARID2, sobre la estructura de la cromatina. 

La inhibición de la actividad de la DNMT1 está relacionada con un aumento en 

la eficiencia de reprogramación [42]. Nuestros análisis de expresión de los genes 

de pluripotencia OCT4 y NANOG y los genes DNMT1, TET3, ARID1A y ARID2 

justifican el uso de la hidralazina como fármaco candidato para aumentar la 

eficiencia de reprogramación. Sin embargo, la hidralazina 30 µM no generó cambios 

en el número de colonias de células pluripotentes reprogramadas. Esta discrepancia 

podría estar relacionada con el esquema de tratamiento utilizado durante la 
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reprogramación, la concentración del fármaco y el método de reprogramación 

utilizado.  

Se ha reportado que el factor NRF2, involucrado en la regulación de genes de 

enzimas antioxidantes, y el factor HIF1A, regulador transcripcional de la respuesta 

celular a condiciones de hipoxia, son blancos de la hidralazina. El factor NRF2 es 

translocado al núcleo por efecto de la hidralazina en células SH-SY5Y [24]. No 

obstante, nuestros resultados muestran que el factor NRF2 se localiza 

mayoritariamente en los núcleos de los fibroblastos. Esta diferencia la atribuimos al 

modelo celular utilizado. Asimismo, la hidralazina inhibe la degradación del factor 

HIF1A al mimetizar condiciones de hipoxia [25]. Confirmamos que la hidralazina 

incrementó la expresión de HIF1A, lo estabiliza y promueve su translocación al 

núcleo en fibroblastos de neonato. Es necesario confirmar si existe una relación del 

factor de transcripción HIF1A con la región promotora de los genes OCT4 y NANOG. 

Es importante señalar que los genes de pluripotencia también están 

involucrados en procesos oncogénicos [43]. Los cuatro factores Yamanaka 

desempeñan roles en el mantenimiento y agresividad de diferentes tipos de 

cánceres [44,45]. Actualmente, el reposicionamiento de fármacos ha hecho que la 

combinación de los fármacos hidralazina y ácido valproico, bajo la marca comercial 

Transkrip®, esté indicado como tratamiento coadyuvante para algunos cánceres. 

Además, algunos reportes indican que la combinación hidralazina yácido valproico 

tiene un efecto antiproliferativo y antimetastásico en líneas celulares derivadas de 

cáncer [12]. También, la combinación hidralazina y ácido valproico disminuye los 

niveles de transcritos de oncogenes y genes prometastásicos en células NIH 3T3-

Ras [46]. Nuestros resultados indican que el ácido valproico anula el efecto inductor 
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de la hidralazina sobre la expresión de OCT4 y NANOG y la combinación de ambos 

fármacos disminuyó la expresión de cMYC. Lo anterior sugiere que los cambios 

generados en la expresión de los genes de pluripotencia por la combinación 

hidralazina y ácido valproico podría estar relacionada con el efecto anticanceroso 

de la combinación de los fármacos. 

Cabe mencionar que a pesar de que el cultivo celular, los tratamientos y 

ensayos de reprogramación se llevaron a cabo bajo las mismas condiciones para 

ambos modelos celulares, observamos diferencia en la respuesta a los fármacos 

evaluados. Esto lo podemos notar claramente en los ensayos de sensibilidad a los 

fármacos, los análisis de expresión y el número total de colonias iPSCs generadas 

entre fibroblastos de adulto y neonato. Algunos reportes indican que la actividad de 

las enzimas metabolizadoras de fármacos cambia significativamente de la edad fetal 

a la adulta [47,48]. Atribuimos estas diferencias observadas a patrones relacionados 

con la edad cronológica de las líneas celulares utilizadas en este trabajo, pues se 

obtuvo un mayor efecto en las células de neonato que en las de adulto. 

Somos conscientes de las limitaciones en nuestra estrategia experimental con 

los ensayos de expresión al evaluar genes de pluripotencia en un modelo de células 

somáticas humanas. Es recomendable complementar nuestros análisis de 

expresión con las metodologías propuestas por Li y colaboradores [49] y Hou y 

colaboradores [50]. En la primera, los autores diseñaron un sistema de identificación 

de compuestos activadores de los genes OCT4 y NANOG basados en el sistema 

de ensayo de luciferasa [49]. Hou y colaboradores generaron ratones transgénicos 

que expresan el gen reportero GFP bajo el control del promotor de OCT4 [50]. La 

aplicación de ambas metodologías permitirá confirmar o no el efecto observado en 
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nuestros ensayos de expresión. Conjuntamente, el enfoque experimental planteado 

representa un primer abordaje en el estudio de fármacos epigenéticos sobre la 

expresión de genes de pluripotencia. 
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5. Conclusión 

Los fibroblastos de adulto y neonato son un modelo celular ampliamente 

utilizado para la evaluación de fármacos epigenéticos como la hidralazina y el ácido 

valproico, que afectan la reprogramación de células somáticas. 

En este trabajo demostramos que, en fibroblastos de adulto y neonato, la 

hidralazina modula la expresión de grupos de genes involucrados con la inducción 

de la pluripotencia y factores modificadores del epigenoma. El ácido valproico no 

resultó adecuado para continuar los ensayos de reprogramación celular en el 

esquema de tratamiento utilizado. 

La hidralazina y el ácido valproico tienen efectos limitados sobre la regulación 

transcripcional de los genes de pluripotencia, que tienen niveles de expresión basal 

y diferencias funcionales. Por ello creemos que debe evaluarse el efecto de ambos 

fármacos en células troncales con características multipotentes y pluripotentes, para 

explorar si en ellas ocurren los efectos observados en los ensayos de expresión, 

reprogramación y análisis epigenético aquí descritos. 

La perspectiva principal de este trabajo es que el tratamiento con hidralazina, 

aislada o en combinación con otros moduladores epigéneticos, es una opción 

prometedora para inducir la expresión de genes de pluripotencia y complejos 

remodeladores de la cromatina. Estos estudios permitirían además explorar el 

efecto de la hidralazina sobre firmas epigenéticas como la acetilación, la metilación 

de histonas y la evaluación global de regiones metiladas en el DNA. 
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