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RESUMEN

Una necesidad fundamental en la medicina contemporanea, es encontrar una fuente
renovable de células para reemplazar células enfermas y tejidos dafiados. El valor de las
células madre embrionarias (ESC) para la medicina regenerativa se basa en su
capacidad de autorenovacion y pluripotencia.

La Diabetes al igual que otras enfermedades crénico degenerativas, es un padecimiento
comun en muchas partes del mundo con serias complicaciones. Es por esto, que las
células pancreaticas diferenciadas (CPD) a partir de células madre, pueden representar
una nueva alternativa terapéutica y una fuente de reemplazo de células 3, pero es
indispensable su caracterizaciébn mediante diferentes perfiles antes de considerarlas para
terapia celular.

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar molecular, fenotipica vy
espectroscépicamente el proceso de diferenciacion de células madre embrionarias de
ratén a células pancreaticas.

Para esto, primeramente, se caracterizaron ESC de ratén (mESC) morfolégica, genética,
fenotipica y espectroscopicamente. Enseguida se sometieron a un protocolo de
diferenciacion de 21 dias para obtener CPD productoras de insulina y glucagon,
analizando dicho proceso mediante expresion genética de endodermo y células
pancreaticas, espectroscopia vibracional infrarroja por transformada de Fourier (FTIR),
caracterizacion morfolégica y determinacion de la expresion de insulina y glucagon
mediante microscopia de fluorescencia; después, se realizo el analisis multivariado de
componentes principales en las mESC y en las CPD a partir de los espectros

vibracionales. Finalmente, se implementé un modelo murino con Diabetes empleando



estreptozotocina (STZ), el cual servird para futuros trabajos experimentales con terapia
celular.

Las mESC cultivadas expresaron genes y proteinas de pluripotencia (Nanog y SOX2).
Las CPD expresaron genes endodérmicos (SOX17 y Pdx1) al dia 11, un gen inductor del
desarrollo del pancreas embrionario (Pdx1) al dia 17 y genes y proteinas pancreaticas
(Insulina 'y Glucagén) al dia 21 de diferenciacion. Asimismo, se obtuvieron espectros FTIR
de mESC y DPC en diferentes etapas de maduracién (11, 17 y 21 dias) que mostraron
bandas de absorcién relacionadas con diferentes biomoléculas. Estos espectros FTIR
exhibieron cambios espectrales significativos de acuerdo con el proceso de
diferenciacion, particularmente en bandas de proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos.
El analisis de componentes principales (ACP) permitié caracterizar y discriminar ESC y
CPD en sus diferentes etapas de diferenciacion en las regiones espectrales analizadas.
Asi mismo, se estandarizd6 un modelo diabético murino en ratones NIH, administrando
dosis Unica de 175 mg/kg de STZ via intraperitoneal, obteniendo glucemias promedio de
762 mg/dl, con una eficiencia del 100% y sin letalidad en los primeros 10 dias.

De los resultados obtenidos se puede concluir que se obtuvieron CPD a partir de mESC,
las cuales, de acuerdo a los analisis genético y fenotipico, cursaron las etapas
cronoldgicas del desarrollo pancreatico embrionario. Los cambios espectrales infrarrojos
proporcionan un nuevo parametro biofisico basado en marcadores moleculares que
indican el proceso de diferenciacion de mESC a células pancreéticas. Los resultados
infieren viabilidad técnica para proponer la espectroscopia FTIR y su ACP como técnicas

no invasivas, rapidas y eficientes para caracterizar un proceso de diferenciacion celular.



ABSTRACT

A fundamental need in contemporary medicine is to find a renewable source of cells to
replace diseased cells and damaged tissues. The value of embryonic stem cells (ESC)
for regenerative medicine is based on their capacity for self-renewal and pluripotency.
Diabetes, like other degenerative chronic diseases, is a common condition in many parts
of the world with serious complications. It is for this reason that differentiated pancreatic
cells (DPC) from stem cells may represent a new therapeutic alternative and a source of
B-cell replacement, but its characterization through different profiles is indispensable
before considering them for cell therapy.

The objective of the present work was to characterize molecular, phenotypic and
spectroscopically the differentiation process of mouse embryonic stem cells to pancreatic
cells.

For this, firstly, mouse ESC (mESC) were characterized morphological, genetic,
phenotypic, and spectroscopically. They were then subjected to a 21-day differentiation
protocol to obtain DPC producing insulin and glucagon, analyzing the process by gene
expression of endoderm and pancreatic cells, Fourier transform infrared (FTIR) vibrational
spectroscopy, morphological characterization and expression determination of insulin and
glucagon by fluorescence microscopy; Then, the multivariate analysis of principal
components was performed on mESC and DPC from the vibrational spectra. Finally, a
murine model with Diabetes using streptozotocin (STZ) was implemented, which will be
utilized for future experimental work with cell therapy.

Cultured mESC expressed pluripotency genes and proteins (Nanog and SOX2). The DPC

expressed endodermal genes (SOX17 and Pdx1) at day 11, an inductor gene of the
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embryonic pancreas development (Pdx1) at day 17, and pancreatic genes and proteins
(Insulin and Glucagon) at day 21 of differentiation. Also, FTIR spectra of mMESC and DPC
were obtained in different maturation stages (11, 17 and 21 days) showing absorption
bands related to different biomolecules. These FTIR spectra exhibited significant spectral
changes according to the differentiation process, particularly in protein, carbohydrate, and
nucleic acid bands. The principal component analysis (PCA) allowed to characterize and
discriminate ESC and DPC in their different stages of differentiation in the spectral regions
analyzed. Also, a murine diabetic model was standardized in NIH mice, administering a
single dose of 175 mg/kg STZ intraperitoneally, obtaining average glycemic levels of 762
mg/dl, with an efficiency of 100% and without lethality in the first ten days.

From the obtained results, we can conclude that DPC were obtained from mESC, which,
according to the genetic and phenotypic analysis, passed the successive stages of the
embryonic pancreatic development. Infrared spectral changes provide a new biophysical
parameter based on molecular markers that indicate the differentiation process of mESC
into pancreatic cells. The results infer technical feasibility to propose FTIR spectroscopy
and its PCA as non-invasive, fast and efficient techniques to characterize a process of

cellular differentiation.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

A. MARCO TEORICO Y DE REFERENCIA.

Generalidades sobre Células Madre.
Una necesidad fundamental en la medicina contemporanea, es encontrar una fuente
renovable de células para reemplazar células enfermas y tejidos dafiados?.
Las células madre (SC) estan siendo un gran paso a una nueva era en la medicina. Sin
embargo, la ciencia aun se ha visto superada por diferentes ambitos a la hora de decidir
el lugar y el momento en que esta nueva alternativa se haga realidad.
El trasplante de SC representa una herramienta para la regeneracion de tejidos enfermos,
dafados o defectuosos. Las células madre hematopoyéticas (HSC) ya se han utilizado
para restaurar células hematopoyéticas desde hace méas de 50 afios. Los rapidos
adelantos en la investigacion con SC, han planteado la posibilidad de usar otros tipos de
SC para el reemplazo celular y tisular?.
Las SC son células inmaduras, autorrenovables y capaces de generar uno o mas tipos
de células diferenciadas. En condiciones adecuadas, estas células pueden dividirse
indefinidamente conservando siempre una poblacion estable de SC, que bajo las
condiciones apropiadas y recibiendo los estimulos adecuados, pueden diferenciarse
hacia células especializadas de un organismo adulto®.
Desde que se obtuvieron los primeros cultivos de células madre embrionarias de ratén

(mESC) derivadas de blastocistos en 1981 por Evans y Kaufman, se sentaron las bases
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para el desarrollo de las metodologias necesarias que conducirian mas tarde a generar
ESC humanas (hESC), con caracteristicas similares a las del raton*.

En noviembre de 1998, el grupo estadounidense liderado por el Dr. James Thomson
publicé los datos sobre la derivacion de las primeras lineas de hESC a partir de un
blastocisto en fase de preimplantacién, abriendo una puerta para la curacion de
enfermedades hasta ahora incurables, ademas de descubrir una herramienta biologica
para llevar a cabo investigacion basica®.

Este grupo consiguio 5 lineas de hESC a partir de 14 blastocistos mediante la técnica de
inmunocirugia utilizando un cultivo sobre fibroblastos embrionarios de raton (MEFs).
Todas las lineas de hESC fueron caracterizadas mediante métodos fenotipicos y

genotipicos en estudios funcionales in vitro e in vivo®.

Clasificacion de las células madre.
Las SC se dividen de manera general en células adultas o somaticas y células madre
embrionarias®.
Si estas células se clasifican segun su descendencia y potencialidad de desarrollo, es
posible reconocer cuatro niveles de células madre: totipotentes, pluripotentes,
multipotentes y unipotentes?.
A continuacion, se describen estos cuatro niveles de clasificacion de las SC:
1. Células madre totipotentes.
La célula madre por excelencia que ocupa el primer nivel, corresponde al
ovulo fecundado o cigoto, el cual es totipotente ya que puede generar
todas las células que daran lugar al organismo adulto, incluidas las

células somaticas, germinales y extraembrionarias’.
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2. Células madre pluripotentes.
Corresponden principalmente a las células madre embrionarias (ESC),
en las que se enfoca este proyecto de investigacion.
Estas células derivan de la masa celular interna (ICM) de un embrién en
estado de blastocisto, dependiendo de la especie, de 4 a 7 dias después
de la fecundacioné.
Esta estructura particular surge como resultado de una serie de
divisiones sucesivas de las células blastomeras, las cuales se
especializan para conformar una estructura hueca constituida por una
capa externa de células denominada trofoectodermo, e interiormente por
células en forma de racimo (ICM)32.
La capa externa de células contintia su desarrollo para formar la placenta
y otros tejidos necesarios para la implantacién y posterior desarrollo fetal
del embridn en el Gtero, mientras que las células internas se desarrollan
y especializan en los tejidos de las diferentes capas germinales del
embrion, que son endodermo, mesodermo y ectodermo, formando asi
todos los tejidos de un organismo?.
Las ESC son denominadas entonces pluripotentes, ya que pueden
generar todos los tipos celulares del cuerpo, pero no pueden dar origen
a las células del tejido extraembrionario. De esta forma, los embriones
preimplantacionales constituian el material de partida de eleccion para el
aislamiento de ESC, convirtiéndose en el principal foco de controversia
para la aplicaciébn de esta tecnologia en humanos, ya que para su

derivacion era necesaria la obtencion del embrion.
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En las Ultimas décadas se describieron técnicas que permiten la

extraccion de una célula madre embrionaria Unica sin la destrucciéon del

embridn, similar a la técnica utilizada en la preimplantacion para el

diagndstico genético®.

A partir del aislamiento de las primeras lineas de mESC por Evans y

Kaufman en 1981% este tipo de células han sido investigadas

intensamente ya que poseen tres caracteristicas que las hacen Unicas en

relacion a otras SC especificas de 6rganos identificadas hasta la fecha,

las cuales son las siguientes:

Capacidad de autorenovacion in vitro, es decir, pueden mantenerse
en cultivo luego de numerosos pases y durante periodos prolongados
como una poblacion homogénea de células indiferenciadas,
conservando un cariotipo normal.

Pluripotencialidad, pudiendo originar bajo estimulos adecuados, casi
todas las células de un individuo. Esta capacidad queddé en evidencia
cuando Bradley y col. en 1984 inyectaron mESC en blastocistos en
desarrollo, observando mas tarde la contribucion de estas células a
todos los tejidos de los ratones quimeras adultos generados,
incluyendo la linea germinal®®.

Inmunogenicidad baja en comparacion con SC adultas alogénicas,
debido a la baja expresion de moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad | (MHC-1) y falta de expresién de moléculas del

complejo principal de histocompatibilidad Il (MHC-II), aunque se ha
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probado en un modelo murino que aun niveles bajos de MHC-I puede
desencadenar una respuesta citotoxicall.

3. Células madre multipotentes.
Las SC adultas son consideradas células multipotentes, ya que poseen
una capacidad limitada para diferenciarse dando origen sélo a las células
de un érgano concreto en el embridon y/o en el adulto. El ejemplo clasico
de estas células, son las SC mesenquimales de la médula 6sea (MSC),
las cuales pueden generar tipos celulares de la sangre y del sistema
inmune??.
Otro ejemplo de MSC son las células de placenta y cordén umbilical, que
se extraen al momento del parto, las cuales se criopreservan por tiempo
indefinido para futuros tratamientos de enfermedades, sobre todo de tipo
hematoldgico como leucemias, anemias y linfomas.

4. Células madre unipotentes.
Son células con limitada capacidad proliferativa y pueden originar
solamente células terminales. Algunos ejemplos de estas células son las
células progenitoras eritroides o las células progenitoras neuronales, las
cuales se diferencian exclusivamente en eritrocitos y neuronas,
respectivamente.

5. Células madre pluripotentes inducidas (iPSC).
Recientemente se describié una nueva técnica que permite la generacion
de células madre pluripotentes sin utilizar ESC. Esencialmente se
descubrié, que algunas células adultas pueden ser tratadas con procesos

de modificacion genética introduciendo factores genéticos definidos. Por
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ejemplo, en el 2006 en la universidad de Kyoto, Japén, el Dr. Shinya
Yamanaka y cols. reprogramaron células somaticas o adultas al insertar
cuatro genes de pluripotencia, produciendo células madre pluripotentes
inducidas (iPSC)*3 14,

Con estos procedimientos de reprogramacion celular y generacion de
IPSC, se pretende suplir a las ESC por su potencial de diferenciacion

pluripotentel®.

Caracteristicas esenciales de las ESC.

Las caracteristicas esenciales que permiten que una célula se defina como célula madre

embrionaria pluripotente se pueden reducir a las siguientes?®.

1.

2.

Se derivan de células pluripotentes de la ICM del blastocisto.

Son células diploides estables y poseen un cariotipo normal cuando se
cultivan in vitro.

Su variante transformada se conoce como células de carcinoma
embrionario (hECC).

Se pueden propagar de forma indefinida en estado embrionario
indiferenciado y por lo tanto son capaces de experimentar un namero
tedricamente ilimitado de divisiones mitéticas simétricas sin
diferenciarse.

Se pueden diferenciar de forma espontanea para dar lugar a multiples
células que representan las tres capas germinales embrionarias

(endodermo, mesodermo y ectodermo).
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6. Se pueden diferenciar al ser trasplantadas tanto en un embrién temprano
como en uno tardio, es decir, capaces de integrarse en todos los tejidos
fetales durante el desarrollo. En otro sentido son capaces de generar
guimeras, las cuales solo son aprobadas éticamente con mESC.

7. Se pueden diferenciar in vitro de forma dirigida en las condiciones

apropiadas.

Aunque todos estos requisitos son necesarios para definir con precision el caracter
pluripotente de una ESC, los elementos esenciales se pueden reducir a dos: que las ESC
se puedan cultivar in vitro y que se puedan expandir de forma indefinida manteniendo el

caracter indiferenciado de las células de las que originalmente se derivaron.

Marcadores caracteristicos de las ESC.

Aunque no parece que existe duda de que las ESC aisladas de blastocistos tengan
capacidad pluripotente, la cuestion importante esta en saber si también las lineas
celulares que crecen permanentemente en cultivo retienen sus caracteristicas iniciales.
La presencia o ausencia de marcadores especificos, indica si las ESC en cultivo
permanecen o no en el estado indiferenciado.

Un gran namero de marcadores de superficie estan siendo utilizados actualmente para
caracterizar ESC, incluyendo varios glucolipidos y glucoproteinas que fueron
identificados originalmente en hECC o en embriones en estado preimplantacional’.
Segun la Iniciativa Internacional de SC, las ESC deben poseer una expresion similar de
marcadores caracteristicos de su capacidad de autorenovacion y pluripotencia. Estos
marcadores de superficie deben expresar los antigenos SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60,

TRA1-81, GCMT2 y GCT343. Ademas, deben expresar una serie de genes asociados al
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mantenimiento de la pluripotencia: NANOG, POU5SF1 (OCT-3/4) y otros 14 genes cuya
expresion esta asociada a NANOG™,

Ademas, esta Iniciativa Internacional propone que las ESC sean capaces de dar lugar a
la formacién de teratomas cuando se inyectan en ratones inmunodeficientes para

demostrar su capacidad en las tres lineas germinales in vivo!8.

Sistemas actuales de cultivo de ESC.

Originalmente las ESC fueron derivadas en un medio que contenia suero utilizando una
monocapa de MEFs que secretaba factores esenciales para el mantenimiento del estado
de indiferenciacion.® Sin embargo, este suero era una mezcla compleja de proteinas de
composicion desconocida, donde el 99% era albamina?®.

Seria deseable solucionar ese problema mediante el uso de un sistema de cultivo sin
células alimentadoras y utilizando medios de composicion proteica conocida para
minimizar la variabilidad en las condiciones de cultivo que afectan al crecimiento
adecuado de las ESC. Ademas, desde un posible punto de vista terapéutico futuro, es
importante que las hESC sean derivadas y mantenidas bajo condiciones libres de
componentes xenobiéticos?.

El primer cultivo de hESC libre de fibroblastos se realiz6 utilizando medio condicionado
por los factores secretados por MEFs y creciendo sobre un soporte de MatrigelTM o
placas con laminina?!. MatrigelTM es una mezcla compleja con origen en sarcoma murino
gue contiene proteinas de la matriz extracelular, mayoritariamente laminina, colageno 1V,
proteoglicanos y entactina. El suero animal fue reemplazado por un nuevo medio mas
definido llamado suero de reemplazo (RS) que contiene componentes tales como la

insulina, transferrina y albumina bovina rica en lipidos?2.
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Todos estos hallazgos buscaban un aspecto importante que hay que tener en cuenta
durante el cultivo de ESC. Se trataba que las células que se utilizaban como soporte de
ESC pudieran producir factores que promovieran o prolongaran el mantenimiento de
ESC. Un ejemplo de este hecho fue el mantenimiento de ESC utilizando una matriz de
fibronectina y medio con suero de reemplazo, pero no condicionado por MEFs, ademas
con factor béasico de crecimiento fibroblastico (bFGF) y factor de crecimiento
transformante-g123.

Actualmente, se considera indispensable el suplemento de cualquier medio de cultivo
para ESC con bFGF?“. Este estudio ha demostrado que la molécula del bFGF actiia sobre
células accesorias que necesita la célula madre para vivir. Ademas, el bFGF actla sobre
la célula madre evitando que ésta se diferencie en alguno de los 200 tipos de células
especializadas del organismo, lo que permite al investigador conservar en el laboratorio
el material biologico en el estado adecuado y el tiempo necesario hasta destinarlo a
futuras aplicaciones.

Las ESC han sido también mantenidas en estado indiferenciado utilizando medio no
condicionado suplementado con altas concentraciones de bFGF, una combinacion de
noggin, un antagonista de la proteina morfogenética del hueso®®, o mediante una
combinacién de factor de crecimiento de queratinocitos, nicotinamida y activina A26.
Recientemente, las ESC se han mantenido y diferenciado a células hematopoyéticas
utilizando células del estroma derivadas a partir de nichos hematopoyéticos, lo que podria
abrir unas buenas expectativas respecto a la derivacion de ESC utilizando como soporte

distintos tipos de MSC?’.
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Aplicacion y relevancia de las ESC.
Las ESC se postulan como una herramienta de enorme valor para la investigacion basica
dirigida hacia el rastreo de nuevos farmacos, asi como un modelo para estudiar la
etiologia de las enfermedades que tienen su origen durante la etapa prenatal o, como
fuente futura de células con potencial en terapia de reemplazo?®.
Cabe destacar que las hESC son la Unica alternativa para estudiar los mecanismos
celulares y moleculares que definen la especificacion tisular durante el desarrollo
embrionario humano. Los estudios sobre ESC constituyen hoy en dia uno de los temas
mas controvertidos en el campo de las ciencias biomédicas. Por una parte, han logrado
motivar a la comunidad cientifica, y ademas, han trascendido hasta el ambito social,
convirtiéndose en un objeto de atencién generalizada.
La aplicacion de las ESC que ha recibido mayor atencion en los ultimos afios es la terapia
de reemplazo celular o medicina regenerativa, que permitiria el tratamiento de una amplia
variedad de enfermedades debilitantes, tales como Diabetes, enfermedades
cardiovasculares, enfermedad de Parkinson y enfermedades de las células sanguineas?®.
En este caso, lo que se busca es reemplazar células dafiadas por células funcionales que
restituyan la funcion normal de los tejidos u 6rganos de forma més eficiente que a través
de terapias convencionales como son los trasplantes, las terapias farmacoldgicas y/o los
tratamientos con proteinas recombinantes.
Actualmente existen muchas investigaciones enfocadas a descubrir células progenitoras
como banco de células para usos terapéuticos como en el caso de la Diabetes,
evaludndose varias estrategias que incluyen terapias celulares derivadas de células

autélogas, de lineas celulares establecidas desde una variedad de SC incluyendo médula
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O0sea y corddon umbilical, ESC, asi como células de tejidos y 6rganos de animales

genéticamente modificados.

Diabetes.
De acuerdo con la Asociacion Americana de Diabetes (ADA), la Diabetes es un grupo de
trastornos metabdlicos caracterizados por la hiperglucemia resultante de los defectos de
la secrecion o la accion de la insulina, o ambas3.
Existen muchos procesos fisiopatogénicos involucrados en su aparicion, que varian
desde la destruccion autoinmunitaria de las células 3 del pancreas hasta alteraciones que
conducen a la resistencia a la accion de la insulina. La base de todas las alteraciones
metabdlicas es la accion deficiente de la insulina sobre los tejidos blanco3?.
Entre las consecuencias agudas y potencialmente mortales de la Diabetes no controlada
se encuentra la hiperglucemia con cetoacidosis o el sindrome hiperosmolar no cetésico.3!
Entre las complicaciones a largo plazo se presentan la retinopatia, la neuropatia periférica
y la neuropatia autondmica, que causa sintomas gastrointestinales, cardiovasculares y
disfuncién sexual, la insuficiencia renal, entre otros®!.
La ADA considera que esta enfermedad podria estar presente, pero sin haber alcanzado
el suficiente grado de desarrollo para causar hiperglucemia, distinguiendo la glucemia
alterada en ayunas y la tolerancia alterada a la glucosa, que no alcanzan la categoria de
Diabetes®!.
El grado de hiperglucemia refleja la gravedad del proceso metabdlico subyacente y su

tratamiento, mas que la naturaleza del proceso en si mismo3.
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Clasificacion de la Diabetes.
Con fines de diagndstico y tratamiento se emplea la siguiente clasificacions:

1. Diabetes Tipo 1 (DT1).
I. Mediada inmunitariamente.
ii. ldiopética.

2. Diabetes Tipo 2 (DT2).

3. Otros tipos especificos.

i. Defectos genéticos en la funcién de las células .
ii. Defectos genéticos en la accion de la insulina.
iii. Enfermedades del pancreas exdcrino.
iv. Endocrinopatias.
v. Inducida por drogas o farmacos.
vi. Infecciones.
vii. Formas raras de Diabetes mediadas por procesos inmunes.
viii. Otros sindromes genéticos ocasionalmente asociados con
Diabetes.

4. Diabetes Gestacional.
La DT1 es el tipo de Diabetes donde existe destruccion de células  del
pancreas generalmente con deficiencia absoluta de insulina. Los
pacientes regularmente son delgados y suelen presentar comienzo
abrupto de signos y sintomas con insulinopenia antes de los 30 afios de
edad®?.
La DT2 es el tipo de Diabetes en el que se presenta resistencia periférica

a la insulina y en forma concomitante deficiencia en su produccion
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absoluta o relativa. Los pacientes suelen ser mayores de 30 afios cuando
se hace el diagnostico, son obesos y presentan relativamente pocos
sintomas clasicos®?.

La Diabetes gestacional, es la alteracibn en el metabolismo de los
hidratos de carbono que se detecta por primera vez durante el embarazo,
traduciendo una insuficiente adaptacién a la insulino-resistencia que se

produce en la gestante®?.

Epidemiologia.

La epidemia de la Diabetes es reconocida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
como una amenaza mundial. Se calcula que en el mundo existen mas de 180 millones
de personas con Diabetes y es probable que la cifra aumente a mas del doble para el
203032,

Algunos factores que contribuyen al aumento de la enfermedad son crecimiento de la
poblacién, envejecimiento, urbanizacion, aumento de la prevalencia de obesidad e
inactividad fisica. Wild y cols. reportaron una prevalencia mundial de Diabetes del 2.8%
en el afio 2000 y visualizaron un 4.4% para el 203032,

Entre 1995 y 2025 se ha estimado un incremento de 35% en la prevalencia,
predominando el sexo femenino y siendo mas frecuente en el grupo de edad de 45 a 64
afos. En Latinoamérica y el Caribe la prevalencia global es de 5.7%, para el afio 2025 se
espera 8.1%. La prevalencia mas alta se encuentra en Uruguay con 8.1%, pero el pais
latinoamericano con mayor incremento en la prevalencia es México (de 7.7% a 12.3%) y

a nivel mundial es India33.
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La Diabetes es una enfermedad con muy alta prevalencia en nuestro pais y es sin duda
alguna el mayor reto que enfrenta el Sistema Nacional de Salud, siendo la primera causa
de muerte y la principal causa de demanda de atenciébn médica en consulta externa,
situada dentro de las principales causas de hospitalizacion y la enfermedad que consume
el mayor porcentaje del gasto de nuestras instituciones publicas (alrededor de 20%).3*

A nivel nacional, entre 2001 y 2005, la tasa estandarizada de mortalidad por esta causa
paso6 de 79.9 a 89.9 por 100,000 habitantes en mujeres y de 73.7 a 86.1 en hombres. A
diferencia de los rezagos en salud, que afectan mayormente a los pobres (infecciones
comunes, desnutricion, problemas reproductivos), la Diabetes se presenta por igual en

toda la poblacién, independientemente de su nivel socioeconémico®*.

Manejo terapéutico.

Segun la Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-2010, el tratamiento de la Diabetes
tiene como propésito aliviar los sintomas, mantener el control metabdlico, prevenir las
complicaciones agudas y crénicas, mejorar la calidad de vida y reducir la mortalidad por
esta enfermedad y sus complicaciones®?.

El tratamiento de la diabetes principalmente gira alrededor de farmacos hipoglucemiantes
y terapia de reemplazo con insulina. El trasplante de los islotes pancreaticos es una
alternativa, pero su uso esta restringido a los 6rganos donados, el rechazo inmune y la
necesidad de inmunosupresores de por vida®®.

Aunque el trasplante cadavérico de pancreas ha sido explorado, presenta desventajas y
complicaciones tales como la dificultad de donadores compatibles y el rechazo inmune
del pancreas trasplantado. Esto ha guiado a los investigadores a buscar alternativas de

tratamiento para la Diabetes®®.

25



Es por eso que las células productoras de insulina generadas de células madre, pueden
representar una nueva alternativa terapéutica y una fuente de reemplazo de células B. La
habilidad de las células madre de varios origenes para la diferenciacion en células
productoras de insulina, ha traido nuevas esperanzas terapéuticass®®.

Se han propuesto alternativas para la obtencion de células B para sustituir la escasez de
este linaje celular a partir de células madre embrionarias®® o de células madre de tejido
adulto como pancreas, higado, sistema nervioso central, médula 6sea, y adipocitos, asi
como también de las células madre mesenquimales®’.

En la ultima década se ha visto un progreso muy marcado basado en la terapia celular,
tanto en la Diabetes tipo 1 como en la Diabetes tipo 2. Se han desarrollado protocolos
sobre células madre embrionarias humanas que pueden inducirse para diferenciarse en
células B funcionales38.

Una célula B funcional ha sido generada in vitro a partir de células madre, por lo que el
futuro apunta a la recreacion de la configuracion tridimensional apropiada lo cual
favorecera el contacto celular correcto y las interacciones de la matriz extracelular, asi
como las vias de sefializacion activadas a través de numerosos tipos celulares,
incluyendo enddcrino, mesenquimal, neuronal y endotelio vascular, que se sabe forman
parte estructural de los islotes®.

Es anticipado que estos protocolos proveeran células madre pluripotenciales inducibles,
llevando consigo asuntos bioéticos relacionados con el uso de blastocistos humanos y la

demanda para mas lineas celulares de células madre38,
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Estructura histolégica pancreética.

El pancreas es una glandula mixta que contiene tejido exdcrino conformado por células
acinosas productoras de enzimas digestivas (Figura 1); y también presenta un tejido
endocrino compuesto por las células de los islotes de Langerhans, que producen
hormonas que mantienen la homeostasis de la glucosa. En conjunto, los islotes
representan alrededor 1% del peso de la glandula®.

El pancreas esta cubierto por una capa de tejido conectivo, rico en células mesoteliales,
con finos tabiques que dividen a la glandula en l6bulos. Las células de los islotes estan
delimitadas en forma incompleta por una capa delgada de tejido conectivo reticular que

se continla en el interior de los islotes en escasa cantidad“°.
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Figura 1. Tejido exdcrino del pancreas. Representacion esquematica de las
células acinosas productoras de enzimas digestivas del tejido exdcrino del
pancreas (tomada de Olvera-Granados y cols., 2008).

El tejido enddcrino adulto contiene cuatro tipos celulares diferentes, con mayor densidad
en la zona de la cola*!. Estas células son: células productoras de insulina o B, que
representan 70%; células productoras de glucagon o a, que representan 20%; las células
productoras de somatostatina o d, que representan entre 5% y 10%, y las células
productoras del polipéptido pancreético o PP, que abarcan alrededor del 2% (Figura 2)°.
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Existen otros tipos celulares tales como las células productoras del polipéptido intestinal
vasoactivo (VIP) y las células secretoras mixtas (EC o enterocromafines)*?.

Los islotes de Langerhans estan contenidos en una estructura altamente organizada,
donde las células 3 estan en el interior del islote y el resto de los grupos celulares se
encuentran en la periferia. La organizacion para el aporte vascular permite llevar la sangre
del nucleo a la periferia y se le conoce como BAD (B-a-8) por su forma centrifuga de

aporte vascular®?.

Tipo celular
@a [5-20%
®p 60-80%
@5 5-10%
OPPF <2%

Figura 2. Tejido endo6crino del pancreas. Representacion esquematica de un
Islote de Langerhans con los porcentajes de las células endécrinas del pancreas
(tomada de Olvera-Granados y cols., 2008).

Desarrollo embrionario del pancreas.
El pancreas es un derivado de los brotes endodérmico dorsal y ventral que surgen de la
parte caudal del intestino anterior y que se fusionan durante la rotacion del estbmago e
intestino. Cada brote tiene un sistema de conductos. El brote endodérmico dorsal formara
la mayor parte del pancreas, incluyendo cabeza, cuerpo y cola, mientras que el brote
ventral desarrollara la apéfisis uncinada y parte de la cabeza del pancreas*.
El primer paso para el desarrollo del pancreas es que se excluyan genes que dictan la
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diferenciacion intestinal como el sonic ademas de los factores excluyentes como la
activina B y el factor de crecimiento fibroblastico**.

El desarrollo normal del pancreas esta en relacion directa con la interaccion cercana entre
las células epiteliales y mesenquimales que forman el primer brote; asi mismo, ambos
tipos celulares expresan el factor del islote 1 importante para la diferenciacion
pancreatica®®.

Para promover la diferenciacién hacia células endocrinas se inactiva el receptor para el
factor del islote 1 y comienza a expresar neurogenina-3 y nestina*®. Durante la
diferenciacion, las células migran al mesénquima adyacente donde se agrupan y esperan
sefales inductivas para diferenciarse a los distintos tipos celulares endécrinos, por
ejemplo, la proteina asociada a la neogénesis de los islotes también conocida como
INGAP#2,

Diversos factores de transcripcidon participan en el desarrollo y diferenciaciéon de los
diferentes linajes celulares, como el factor de necrosis humoral 38 (HNF3p) y el HNF-1aq,
que promueven la diferenciacién hacia linajes endodérmicos*’.

El HNF3B es un factor que puede iniciar la respuesta positiva a las sefiales inductivas y
es expresado en el feto de ratébn antes de la expresiéon de Pdx-1 en el dia ocho
embrionario?®.

Para el dia 13 embrionario, incrementa el nimero de células y comienzan a expresar
marcadores especificos de los islotes de Langerhans como Glut2, antes de desarrollar la
capacidad de secretar la hormona; es por eso que ha servido como marcador de células
primordiales en el sistema ductal®.

Cada estirpe endocrina depende de un tiempo apropiado de expresiéon de algunos genes,

entre los que se encuentran Pax 4, Pax 6 y Pdx-1, este ultimo conocido como factor 1
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homeobox pancreatico y duodenal®®.

El HNF-1a es necesario para mantener la expresion especifica de las células de los
islotes ya que es requerido durante toda la vida. El desarrollo de la sensibilidad a la
glucosa empieza a las dos semanas de vida postnatal®!. Existen drogas o sustancias
guimicas que son capaces de provocar Diabetes o estados de hiperglucemia. Algunas
de estas drogas pueden inducir resistencia a la insulina o dafo a las células 8 provocando
dicha enfermedad. En los animales, tienen un efecto similar y los biomodelos son
empleados para estudiar la induccién de Diabetes y sus efectos metabdlicos. Dentro de
estas sustancias se encuentra la estreptozotocina (STZ), de la cual se hablara a

continuacion.

Estreptozotocina.

La STZ es un antibiético de amplio espectro citotoxico producido por streptomyces
achromogenes. El efecto diabetogénico de la STZ fue reportado por primera vez en 1963
por Rakieten después de una sola dosis intravenosa en ratas y perros®.

La STZ puede ser empleada en ratas, ratones, perros, hamsteres, ovejas y monos. Se
puede administrar de dos formas: en dosis altas simples dependiendo de la especie (50-
240 mg/kg) via intravenosa o intraperitoneal, que causan la muerte de las células B dentro
de las primeras 24 horas, siendo esta probablemente el modelo mas usado, o mediante
dosis bajas subdiabetogénicas (5mg/kg) repetidas a los 5-6 dias, desarrollando un
sindrome en el que aparece insulinitis, modelo que se utiliza para estudiar la via por la

cual se acrecientan los efectos de los agentes B citotoxicos®s.

30



La STZ, es un compuesto quimico cuya férmula quimica es C-8H15N307 y su nombre
de acuerdo a la IUPAC es (2-deoxy-2(3-metil-3-nitrosoureido)-D-glucopiranosa), una
nitrosourea ampliamente utilizada para inducir Diabetes en animales de experimentacion.
La gran capacidad diabetogénica de este compuesto se debe a que causa dafio en las
células B del pancreas, que son la Unica fuente de insulina del organismo. La porcion
glucosidica de su estructura le permite a la STZ utilizar el transportador GLUT2 en estas
células, y el metilo de nitrosamida (metilnitrosourea) es responsable de la toxicidad del
compuesto. La exposicién a este compuesto produce dafios en el DNA de las células
(alquilacion) generando su fragmentacién. Como consecuencia, la célula pone en marcha
una serie de mecanismos de reparacién del DNA, principalmente el que involucra a la
poli (ADP-ribosa) polimerasa-1 (PARP-1). Esta enzima cataliza la sintesis de poli (ADP-
ribosa) dependiente de NAD+. La STZ lleva a la hiperactividad de PARP-1 que resulta
perjudicial para las células 3, ya que se produce una deplecién importante del factor
NAD+. Esta molécula es muy importante en el metabolismo energético y una disminucion
de la misma, conlleva a un déficit de ATP (pues la biosintesis de NAD+ es ATP-
dependiente). La deficiencia de ATP no solo ocurre por un aumento de la actividad de
PARP-1 sino también porque la STZ provoca disfuncién mitocondrial disminuyendo el
consumo de oxigeno. Adicionalmente a estos efectos, la STZ produce cantidades
pequefias de especies reactivas de oxigeno en las células B del pancreas que
contribuyen al dafio celular®*.

Hay tres mecanismos para que resulte la muerte celular B pancreatica: en primer lugar,
por metilacion del DNA por la formacion de ion carbonado CH3+, resultando en la

activacion de la enzima nuclear poly ADN- ribosa sintetasa como un mecanismo de
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reparacion celular y en consecuencia una deplecion de NAD+; por la generacion de
radical peréxido de hidrégeno; y por la produccién de 6xido nitrico®2.

Para explicar la accion diabetogénica de la STZ, hay mucha controversia ya que varios
autores publican que la STZ es acumulativa en el pancreas, pero esto depende de la
especie animal. Sin embargo, ya se ha demostrado que en ratones a los cuales se inyecto

STZ marcada, es acumulativa en los islotes pancreaticos®®.

Efectos de la STZ en el modelo murino.
La observacion con un microscopio de luz y electronico de los islotes de Langerhans de
los ratones con STZ, revelaron una temprana agregacion de cromatina y una vesiculacion
citoplasmatica en las células 8, en las primeras dos horas posinyeccion.
La contraccién nuclear y pinocitosis con hinchamiento de la mitocondria y del reticulo
endoplasmico fue evidente 8 horas después, y la lisis de las células B ocurrié 12 horas
después de la inyeccion®2.
La morfologia de las células a, estan perfectamente inalteradas. La infiltracion de
macrofagos, después de la lisis de las células B, se vio 24 horas después de la
administracion de STZ, donde se apreciaban vacuolas fagociticas largas y claras.
Las figuras necrobiéticas y fagociticas desaparecieron 48 horas después de la inyeccion
en los pancreas ya seccionados Y los islotes era mas pequefios, con las células ay &
intactas, apreciandose ocasionalmente degranulacion de células . No hay datos de
apoptosis, y la glandula exocrina pancreéatica estaba protegida de los efectos de la STZ2,
La Diabetes, a menudo involucra un metabolismo anormal de lipidos que contribuye a las
complicaciones diabéticas; la hiperglucemia produce un marcado incremento de

triglicéridos séricos. La insulina activa la lipoproteina lipasa que hidroliza los triglicéridos.
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El déficit de insulina, provoca un fallo para activar la lipasa, provocando
hipertrigliceridemia, es decir, la STZ ademas de causar toxicidad hepatica también
produce una alteracion lipidica®®.

La ausencia de insulina en los ratones con STZ predispone a inmunodeficiencia, aunque
no se exenta que también contribuya la STZ. Los efectos inmunosupresores directos de
la STZ se ven en el decremento de linfocitos en timo, en nddulos linfaticos y bazo.

Los linfocitos esplénicos de ratones diabéticos de 7-14 dias tenian respuesta disminuida.
La generacion de células citotdxicas in vitro fue menor en las células esplénicas para el
raton de 22 dias, pero la respuesta de los blastocistos no fue deprimida®’.

Las enzimas Transaminasa Glutamico Oxalacética (TGO), Transaminasa glutamico-
piravica (TGP) y Gamma glutamil transpeptidasa (GGT), son consideradas marcadores
de toxicidad hepatica que se ha reportado producen un cambio a nivel sérico de roedores
diabéticos. También se ha reportado que las transaminasas estdn aumentadas en la
deficiencia de insulina, estos cambios se han asociado con el aumento de
gluconeogénesis y cetogénesis durante la Diabetes®®.

En ratones suizos albinos NIH se indujo con una sola dosis de STZ de 200 mg/kg, que
caus6 pérdida de peso del 20% vy los sintomas de Diabetes, como poliuria y polifagia,
corroborandose ademas alteracion en la locomocién, comprobado su deficiencia al nadar.
El tratamiento con insulina diaria de 0.1 Ul/g/dia parcialmente contrarrestaba esta
incapacidad®®.

Hasta ahora, se ha aceptado el hecho de que la elevada glucemia da lugar a una
aumentada produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas por la
mitocondria, contribuyendo en el dafio celular que finalmente terminan en disfuncién

endorganica y cambios estructurales. Esto se ve reflejado en nefropatia, neuropatia y
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retinopatia. Aun no se sabe como la glucosa aumenta la produccion del anion
superéxido®®.

Una cantidad inapropiada de insulina y glucagon esta frecuentemente asociada con
alteraciones metabdlicas que acomparfian la Diabetes. Se determinaron inmunoreactivos
de insulina plasmatica (IRI) y de glucagén (IRG) en ratones de genéticamente diabéticos
(dB/dB) y ratones inducidos con STZ. Niveles plasmaticos de IRl en los mutantes
genéticos estaban elevados a las 9 semanas de edad, asi como la prevalencia de
hiperglucagonemia desde el inicio, a diferencia de los ratones con STZ que tenia niveles
bajos de IRI y altos valores de IRG®°.

Hay un importante papel de los radicales libres y oxidantes en la etiologia de la neuropatia
diabética. En estudios pasados, el peroxinitrito se ha relacionado con deficiencia de la
conduccion de los nervios sensitivos y periféricos, asi como con la activacion de ADP-
ribosa en la DT1. Un estudio probd que en modelos de raton inducidos con STZ después
de 6 semanas de duracion de Diabetes, desarrollaron hipoalgesia, alodinia, pérdida de
fibras nerviosas intraepidérmicas. La respuesta tactil mejoro con el tratamiento catalitico
del peroxinitrito, pero no mejoro del todo®.

El aumento de la actividad de la isoforma 3 de la proteincinasa ¢ (PKC-§3) esta ligada a
complicaciones neurales y vasculares de la Diabetes. El tratamiento con un inhibidor
PKC-B, mejora la funcion somatica neural y circulacién vascular en ratas diabéticas, las
cuales fueron previamente inducidas con STZ, los cuales duraron 4 semanas®.

Con todos los efectos mencionados en modelos diabéticos y muchos de ellos presentes
en el humano, se ha planteado la posibilidad de opciones terapéuticas que regeneren la
estructura y funcionalidad del pancreas enddcrino, razén por la cual existe un avance

considerable en la investigacion con SC y su diferenciacion a células especializadas,
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como son las células pancreaticas.

Diferenciacion de células madre a células pancreéaticas.
Histéricamente el término “célula madre” fue utilizado por primera vez por Ernst Haeckel
(1868), cuando lo empled en aleman “Stammzelle” para describir al ancestro de los
organismos unicelulares del cual presumiblemente descienden todos los organismos
multicelulares®?, en tanto Alexander Maximow (1908) describe por primera vez la
existencia de las células madres hematopoyéticas durante un congreso de hematologia
en Berlin®,
Becker y cols. (1963) inyectaron MSC de la médula 6sea en ratones irradiados y
reportaron el desarrollo de nédulos en el bazo de los ratones. Esos nddulos se
encontraban en proporciéon al nimero de MSC inyectadas, ademas de que evidenciaron
gue las células de los nodulos tenian la capacidad de renovacion infinita, concluyendo
gue cada nédulo se habia formado de una célula mesenquimal Unica®.
Hsun Teresa Ku y cols. (2004), diferenciaron mESC utilizando los cuerpos embrionarios
(EBs) derivados de las lineas celulares R1, E14.1 y CCE. Estos EBs fueron cultivados en
presencia de concentraciones especificas de monotioglicerol (MTG) y adicionando
factores de diferenciacién y especificacion para células B como la activina BB,
nicotinamida y exedina-4. Este estudio reportd la expresiéon de marcadores genéticos
para endodermo y pancreas, asi como la produccion intracelular de insulina y glucagén
detectada mediante técnicas de inmunofluorescencia (Figura 3), concluyendo que las
manipulaciones de cultivos celulares de ESC con factores de diferenciacion y
especificacion para células B en dias especificos, inducen la formacion de células
pancreéticas enddcrinas tempranas®.
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Insulin 50x Ins + Glu 50x Ins + Glu 100x

Glucagon 50x Bright Field 50x DAP! 50x

Figura 3. Células diferenciadas productoras de insulinay glucagén. Células
diferenciadas conformando EBs tefiidas contra insulina y glucagén mediante
técnica de inmunofluorescencia (tomado de Teresa Ku y cols., 2004).

Jiang W y cols. (2007) derivaron células funcionales productoras de insulina in vitro a
partir de hESC utilizando inductores para endodermo como la activina A 'y acido retinoico
entre otros como promotores pancreaticos, analizando mediante RT-PCR marcadores
génicos para endodermo y pancreas temprano, asi como la deteccion de las proteinas
pancredticas mediante técnicas de inmunofluorescencia a los 20 dias de la
diferenciacion. Ellos concluyeron que un protocolo escalonado utilizando la activina A, el
acido retinoico y otros factores de maduracion pueden diferenciar a las ESC a células
productoras de insulina, pero con una coproduccion baja de glucagén, lo cual produjo
células con una eficiencia baja para futuros trasplantes para la terapia de DT 16.

Peter T. W. Kim y cols. (2010) diferenciaron mESC sin la formacién de cuerpos
embrionarios a endodermo y células precursoras pancreaticas, utilizando acido retinoico,
factor de crecimiento de fibroblastos basico y dibutiril CAMP. Sus células diferenciadas
fueron analizadas con reaccion cuantitativa en cadena de la polimerasa (PCR),
inmunohistoquimicas y ensayos de liberacion de insulina, reportando la expresion de
marcadores para la linea endodérmica y pancreética, asi como la disminuciéon de los

marcadores especificos de pluripotencialidad de las ESC, concluyendo que la
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diferenciacion de endodermo definitivo a partir de las ESC es el primer paso esencial para
la generacion de tejidos pancreaticos®’.

Liu Ge-ling y sus cols. (2010) diferenciaron MSC de la médula 6sea a células parecidas
a los islotes pancreaticos que utilizaron posteriormente en trasplantes autélogos. Para su
diferenciacion emplearon agentes inductores pancreaticos como la nicotinamida y
exedina-4, ademas de diferentes concentraciones de glucosa, comprobando mediante
PCR en tiempo real, inmunocitoquimicas e inmunoensayos la produccién de insulina, y
posteriormente en un modelo murino de DT1 con estreptozotocina (STZ), se hicieron
trasplantes autdlogos con las células diferenciadas observando disminucion en los
niveles de glucemia. Concluyeron que las MSC pueden ser inducidas a la diferenciacion
de células pancreaticas con morfologia, estructura y funcién similares, aunque con la
perspectiva de seguir investigando el rol de estas células in vivo®®.

Hongxiang Hui y cols. (2010) analizaron los procesos y las vias de sefalizacién
involucradas al diferenciar células madre embrionarias humanas de la linea celular
HUES1 en células B productoras de insulina, utilizando principalmente para su
diferenciacion el péptido similar al glucagon (GLP-1), ademas de exedina-4 y exedina-9,
comprobando la diferenciacion de las hESC mediante retrotranscripcion en la cadena de
la polimerasa (RT-PCR) de B-actina e insulina y citometria de flujo, reportando la
expresion de insulina hasta el dia 21 de diferenciacién, concluyendo que el GLP-1 dirige
la diferenciaciéon de las hESC a células productoras de insulina a través de diferentes vias
de sefializacion®®.

Chialin Chen y cols. (2011) diferenciaron células madre embrionarias de raton a células
pancreaticas, utilizando 3 lineas de mESC: R1, PDX1-EGFP y MIP. Durante su protocolo

de diferenciacion, caracterizaron mediante RT-PCR la activacion secuencial de multiples
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marcadores genéticos evaluando las mESC indiferenciadas (Oct4), la formacion del
epiblasto (rex-1), el endodermo definitivo (SOX17 y foxa-2) y las lineas pancreaticas
diferenciadas (neurogenina 3, Ins-1, gcg y somatostatina). Al dia 20 de diferenciacion,
observaron mediante técnicas de inmunofluorescencia la produccion de las proteinas
insulina, amilasa, glucagon y péptido C, concluyendo que los ensayos de diferenciacion
de ESC son una herramienta valiosa que puede ser usada como una plataforma inicial
con un potencial para el descubrimiento y produccién de tratamientos para la Diabetes’®.
Es por eso gque en este trabajo nos propusimos la obtencién de células pancreaticas a
partir de ESC, caracterizandolas mediante diferentes técnicas para su posterior empleo

como terapia celular en un modelo murino con Diabetes en futuros trabajos.

B. JUSTIFICACION.

La Diabetes al igual que otras enfermedades crénico degenerativas, es un padecimiento
comun en muchas partes del mundo con serias complicaciones y un alto impacto en los
sistemas de salud. Es por esto, que las células productoras de insulina y otras proteinas
generadas a partir de SC, representan una nueva alternativa terapéutica y fuente de
reemplazo celular.

En nuestro pais, la Diabetes es una enfermedad con una elevada prevalencia y es sin
duda alguna el mayor reto que enfrenta el Sistema Nacional de Salud, siendo la primera
causa de muerte y la principal causa de demanda de atencibn médica en consulta
externa, situada dentro de las principales causas de hospitalizacién y la enfermedad que
consume el mayor porcentaje del gasto de nuestras instituciones publicas, ademas de
gue su tratamiento tiene como propdsito aliviar los sintomas, mantener el control

metabolico, prevenir complicaciones agudas y cronicas, mejorar la calidad de vida y
38



reducir la mortalidad y sus complicaciones, pero sin considerar el aumento o regeneracion
de la funcién pancreatica.

Una necesidad realizable de la investigacion aplicada para la medicina, es encontrar una
fuente renovable de células para reemplazar células enfermas y tejidos dafiados. Debido
al valor de las ESC basado en su capacidad de autorenovacion y pluripotencia, puede
ser posible la obtencion de células pancreaticas diferenciadas (CPD) a partir de este tipo
celular para futuros implantes celulares.

En varios laboratorios se han realizado protocolos para diferenciacion de células
especializadas a partir de mESC, pero en pocos trabajos se han conjuntado diversas
técnicas de caracterizacion a través de la diferenciacion pancreatica y ninguno ha
realizado una caracterizacion biomolecular mediante espectroscopia vibracional
Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) ni el analisis numeérico de los espectros
obtenidos mediante ésta ultima técnica experimental.

Es por ello, que en este trabajo nos propusimos obtener células pancreéticas a partir de
mMESC y poder contar con una técnica no invasiva y rapida para poder caracterizar SC y
su diferenciacion especifica, con sustento biomolecular y fenotipico, para poder
emplearla en futuros trabajos previo al implante celular, asi como proponer su factibilidad
en alguna otra linea de diferenciacion especializada, que busque la opcién de la medicina

regenerativa para una terapia celular de reemplazo en algun padecimiento especifico.

C. OBJETIVOS.
a. Objetivo General:
Caracterizar molecular, fenotipica y espectroscopicamente el proceso de diferenciaciéon

de células madre embrionarias de raton a células pancreéticas.
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b. Objetivos Especificos:

1. Caracterizar genética y fenotipicamente las células madre embrionarias
(Nanog, SOX2).

2. Realizar el protocolo de diferenciacién de células madre embrionarias a
células pancreaticas in vitro, evaludndolo genética (SOX17, Pdx1, Ins-1,
Ins-2 y gcg) y proteicamente (insulina y glucagon).

3. Analizar mediante espectroscopia vibracional FTIR vy analisis
multivariado, el proceso de diferenciacion de células pancreaticas a partir
de células madre embrionarias de ratén.

4. Implementar un modelo diabético murino con estreptozotocina para su
posterior empleo en futuros trabajos experimentales con terapia celular

utilizando células pancreéticas diferenciadas.
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

Estrategia experimental.
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FIGURA 4. Estrategia experimental. Diagrama de flujo donde se observa la estrategia
experimental dividida en dos fases: 1. Caracterizacion de cultivos celulares v,
2. Implementacién de un modelo diabético animal.

Cultivo de MEFs.
Para poder expandir mESC, es indispensable contar con una monocapa alimentadora de
MEFs los cuales liberan factor inhibidor de leucemia (LIF) para mantener indiferenciadas
a las mESC. Con lo anterior, los cultivos celulares iniciaron con la expansion y arresto

celular de MEFs como se detalla en seguida.
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1. Expansion de MEFs.
La expansion de MEFs se hizo siguiendo los protocolos descritos por
ATCC, para lo cual se utilizaron MEFs de la linea celular STO (S, SIM; T,
6-resistente a la tioguanina; O, resistente a la ouabaina).
Inicialmente se procedio a la preparacion del medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM), completandolo con lo siguiente: 85% de DMEM
(ATCC, cat: 30-2002), 15% de Suero Fetal Bovino (FBS) (ATCC, cat: 30-
2020) y 1% de penicilina 10,000 Ul/ml / estreptomicina 10,000 pg/mi
(Invitrogen, cat: 15140).
Una vez preparado el DMEM completo, se procedio a descongelar un vial
con MEFs a 37°C; se colocaron 5 ml de DMEM completo en un tubo
falcon de 15 ml. Descongelado el vial, se adicion6 el contenido al tubo
falcon de 15 ml y se centrifugé la suspension celular a 1000 rpm durante
3 minutos. Posteriormente se decant6 el sobrenadante y se resuspendio
el pellet de MEFs con 1 ml de DMEM completo, procediendo en seguida
a la siembra de MEFs en una placa de cultivo P60 de 60 X 15 mm, a la
gue se le adicionaron 2 ml de DMEM completo para un volumen final de
3ml.
La placa P60 con MEFs, se colocé en una incubadora Nuaire a 37°C,
95% de humedad y 5% de CO:2 para mantener las células en condiciones
Optimas hasta llegar a un 80% de confluencia.
Una vez alcanzada la confluencia de los MEFs, se procedié a

despegarlos con 1 ml de tripsina/0.53 EDTA (ATCC, cat: 30-2101),
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incubandose de 2 a 3 minutos e inactivandola con 1 ml de DMEM
completo. A continuacion, se pasaron los 2 ml del contenido celular de la
P60 a un tubo falcon de 15 ml, centrifugandose a 900 rpm durante 3
minutos, obteniéndose nuevamente un pellet con MEFs, decantando el
contenido liquido y resuspendiendo el pellet con 1 ml de DMEM completo.
Posteriormente se procedié al conteo celular empleando el contador
automatico (Invitrogen cell counter), para lo cual se mezclaron 5 ul de la
suspension celular y 5 ul de azul tripano, con la finalidad de conocer la
viabilidad y namero celular para resembrar los MEFs en cajas de cultivo
P60 a una densidad de 55,000 células/cm?.

Por dultimo, se incubaron las cajas P60 a las condiciones antes
mencionadas, ya sea para que se pasaran los MEFs una vez que se
obtuviera la confluencia deseada de acuerdo a la metodologia sefialada
0, para que 24 horas después de haberlos sembrado, se realizara el

arresto del ciclo celular con mitomicina.

Arresto celular de MEFs.

Posterior a la expansion de los MEFs, el siguiente objetivo fue
bloguearles su ciclo celular para que pudieran servir como monocapa de
células alimentadoras.

Para realizar el arresto celular, se utiliz6 mitomicina en presentacion
liofilizada de 1 mg activandola con 1 ml de DMEM completo.

Una vez sembrados los MEFs en las P60 a una densidad de 55,000
células/cm?, se incubaron durante 24 horas para permitir su adherencia
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a la placa de cultivo. Posteriormente se aspiraron los 3 ml del DMEM
completo y se agregaron 3 ml del medio con mitomicina a razén de 10
ul/ml de DMEM completo, incubando nuevamente los MEFs a 37°C, 95%
de humedad y 5% de CO:2 durante 4 horas.

Cumplido el tiempo, los MEFs se lavaron dos veces con solucion buffer
fosfato (PBS) y posteriormente se despegaron con 1 ml de tripsina/EDTA
0.53, la cual se incubd durante 3 minutos. A continuacion, se inactivé la
tripsina conl ml de DMEM completo, se lavo la placa manualmente y se
pasaron los 2 ml de la suspension celular a un tubo falcon de 15 ml,
mismo que se centrifugd a 900 rpm durante 3 min, obteniéndose un
pellet, el cual se resuspendié con 1 ml de DMEM completo.

Los MEFs arrestados se volvieron a sembrar en placas de cultivo P60 a
una densidad de 55,000 células/cm?. A partir de este momento, el
recambio del DMEM completo se realizo cada 3 dias durante el tiempo

de viabilidad de los MEFs arrestados.

Cultivo de mESC.

Se siguieron los protocolos de descongelamiento, expansién y criopreservacion para

MESC recomendados por ATCC.

1.

Descongelamiento del vial con mESC.

Se prepard el medio basal completo para mESC, el cual contenia lo
siguiente: 85% de medio basal para mESC (ATCC, cat: SCRR-2010),
15% de FBS, 2- mercaptoetanol al 0.1 mM (Invitrogen, cat: 21985023)

y LIF arazén de 1 000 U/ml (Chemicon, cat: ESG1107).
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Completado el medio basal para mESC, se reemplaz6 una hora antes el
DMEM completo donde se encontraban los MEFs arrestados para
posteriormente descongelar el vial que contenia las mESC.
Descongelado el vial, se transfirié su contenido a un tubo falcén de 15 mli
gue contenia 4 ml de medio basal completo para mESC, se enjuago el
vial con 1 ml de medio basal y se centrifugd a 900 rpm durante 3 minutos,
obteniéndose un pellet, se decant6 el sobrenadante y se resuspendi6 con
1 ml de medio basal completo para mESC.

A continuacion, se transfirié la suspension celular con mESC a la placa
de cultivo P60 que contenia la monocapa alimentadora de MEFs
arrestados, completando finalmente 3 ml de medio basal completo para
MESC, incubandose a 37°C, humedad del 95% yCO: al 5%, cambiando
el medio basal completo para mESC diariamente hasta observarse una

confluencia adecuada del 80%.

Expansion de las ESC de raton.

Una vez obtenida la confluencia de las mESC, se procedi6 a realizar el
primer pase celular siguiendo el protocolo de ATCC.

Una hora antes de despegar las mESC, se reemplazé el DMEM completo
gue contenia los MEFs arrestados por 2 ml de medio basal completo para
mMESC. Cumplido el tiempo, se procedié a despegar las mESC con 1 mi
de tripsina / EDTA 0.53 dejandose incubar 1 minuto.

Posteriormente, se inactivo la tripsina con 1 ml de medio basal completo

y se lavl la placa de cultivo manualmente, colocando los 2 ml de la
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suspension celular en un tubo falcon de 15 ml el cual se centrifug6 a 900
rom durante 3 minutos. Obteniéndose un pellet posterior a la
centrifugacion, se decanto el sobrenadante y se resuspendié el pellet con
1 ml de medio basal completo para mESC; en seguida se realizo el
conteo celular para posteriormente resembrar las mMESC a una densidad
de 50,000 células/cm? en las placas de cultivo P60 que contenian los
MEFs arrestados, incubandose a 37°C, humedad del 95% y CO: al 5%,
cambiando el medio basal completo para mESC diariamente hasta
observar una confluencia adecuada, y asi nuevamente, repetir los pasos
de la metodologia ya sea para la expansion, pase celular o
criopreservacion de mESC, de manera gque se fuera creando una reserva

de mESC en nitrégeno liquido.

Criopreservacion de mESC.

El medio que se utilizé para la criopreservacion de mESC, fue medio
basal completo para mESC modificado, conteniendo lo siguiente: medio
basal completo para mESC, 10% adicional de FBS y 10% de
dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma, cat: 472301).

Una vez que se observé la confluencia adecuada, las mESC se
despegaron con tripsina, posteriormente se centrifugaron, se decanto el
sobrenadante y el pellet en el que se encontraban las mESC se
resuspendid con 1 ml del medio para criopreservacion, procediendo a
contar la suspension celular y pasandola en seguida a un criovial

(Corning, cat: 430488), el cual se mantuvo 24 horas a -20°C v,
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posteriormente, se transfirié al contenedor de nitrégeno liquido para su

preservacion a -170°C.

Diferenciacion de mESC a células pancreaticas diferenciadas.
Se realiz6 el protocolo de diferenciacion de mESC a CPD, basdndose en los trabajos de
Hsun Teresa Ku (2004) con minimas modificaciones.
De acuerdo a este protocolo, las mESC se mantuvieron en diferentes medios de
diferenciacion con factores de induccidn pancreaticos especificos, los cuales se

reemplazaron en dias establecidos (Figura 5) como se detalla a continuacion:

MEDIO DE MEDIO DE MEDIO DE MEDIO DE

DIFERENCIACION 1 DIFERENCIACION 2 DIFERENCIACION 3 DIFERENCIACION 4

(MD1) (MD2) (MD3) (MD4)

IMDM IMDM DMEM/E12 MD3
AA. 50 pg/ml AA. 50 pg/ml EBS 15% ActivinaB 10 ng/ml
MTG 6 X10° M MTG 6 X10* M /D Nicotinamida 10 mM

FGF2 10 ng/ml .
A. FCS 15% FCS 15% Exedina-4 0.1 nM

MD3
MD1 MD2 MD3 FRESCO MD4
[ |
B Do D2 D4 D6 D8 DO pi2 D14 Dl D18 D20 D22

FIGURA 5. Protocolo de diferenciacion de mESC a CPD. Proceso de diferenciacion de
MESC a CPD en 21 dias. A. Medios de diferenciacion utilizados y B. Cambios de medios en el
transcurso de la diferenciacion.

1. Etapa 1 de diferenciacion.

Una vez expandidas las mESC, se procedio a despegarlas y centrifugar

como se describié anteriormente, se decant6 el sobrenadante y el pellet
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gue contenia las mESC se resuspendié en medio de diferenciacion 1, el
cual contenia lo siguiente: 85% de Medio Dulbecco Modificado por Iscove
(IMDM) (Sigma, cat: 51471C), acido ascoérbico (AA) a razén de 50 pg/mi
(Sigma, cat: A5960), monotioglicerol (MTG) al 6 X 10° M (Sigma, cat:
M4165) y 15% de Suero Fetal de Ternera (FCS) (Promocell, cat: C-
37350).

Después de resuspender el pellet con medio de diferenciacion 1, se
procedio al conteo celular e inmediatamente las mESC en diferenciacion
se sembraron en placas de cultivo P60 de 3 ml a una densidad de
200,000 células/ml.

A partir de este momento, se considerdé que las mESC se encontraban
en el dia 0 de diferenciacion, permaneciendo en el mismo medio durante

48 horas a 37°C, humedad del 95% y CO: al 5%.

Etapa 2 de diferenciacion.

Transcurridas 48 horas de haberse mantenido las células en el medio de
diferenciacion 1 y encontrandose en el 2do° dia de diferenciacion, se
procedié al cambio por el medio de diferenciacién 2, el cual contenia lo
siguiente: 85% de IMDM, AA a razén de 50 ug/ml, MTG al 6 X 10*M y
15% de FCS.

En este medio de diferenciacion 2, las células en diferenciacion
permanecieron hasta el dia 6 en condiciones de 37°C, humedad al 95%

y CO:2 al 5%.
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3. Etapa 3 de diferenciacion.

Para el dia 6 de diferenciacién, las células conformaban cuerpos
embrionarios (EBs) a los cuales se les cambi6 el medio de diferenciacion
2 por medio de diferenciacion 3 que contenia lo que a continuacién se
indica: 85% de DMEM/F12 (Invitrogen, cat: 11320-033), 15% de FBS
(Invitrogen, cat: 10828010) y FGF2 a razén de 10ng/ml (Sigma, cat:
F0291).

Con este medio de diferenciacion 3, los EBs se mantuvieron hasta el dia
13 de diferenciacion en las mismas condiciones antes sefialadas,

reemplazando solamente medio 3 fresco al dia 10 de diferenciacion.

4. Etapa 4 de diferenciacion.

Posteriormente para el dia 13 de diferenciacion, el medio de
diferenciacion 3 en el que se encontraban los EBs se reemplaz6 por
medio de diferenciacion 4, el cual contenia inductores pancreaticos
especificos, quedando como sigue: medio de diferenciacion 3,
nicotinamida al 10 mM (Sigma, cat: N0636), exedina 4 al 0.1 nM
(American Peptide Company, cat: 46-3-12) y activina-B humana
recombinante a razén de 10 ng/ml (Sigma, cat: A1729).

Los EBs conformados por CPD, permanecieron en este medio de
diferenciacion 4 hasta el final del protocolo (dia 21) en las mismas
condiciones de 37°C, humedad del 95% y CO: al 5%, pero durante este
intervalo se realizé un cambio de medio de diferenciacion 4 fresco al dia

17 de diferenciacion.
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Al final del protocolo al dia 21 de diferenciacion, se retird el medio de
cultivo y se analizaron las CPD con las técnicas genéticas, fenotipicas
(inmunofluorescencia y morfolégicas) y espectroscopicas que se

describen a continuacion.

Descripcién morfologica
Las mESC y los EBs conformados por CPD a los dias 11,17 y 21 de diferenciacion, fueron
analizados durante los 21 dias del protocolo de diferenciacion empleando un microscopio
invertido Ti-U Eclipse Nikon, determinando el diametro, forma y confluencia celular de los
EBs.
Se utilizé una prueba Anova para comparar las diferencias entre los diametros de los EBs

en las diferentes etapas de diferenciacion.

Disefio, estandarizacion y validacion de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR).

Mediante esta técnica se analizo la expresion relativa de: genes de pluripotencia, Nanog
y SOX2; genes de la linea germinal endodérmica, SRY-box que contiene el gen 17
(SOX17) y Homebox 1 pancreatico y duodenal (Pdx1); genes pancreaticos, insulina 1
(Ins-1), insulina 2 (Ins-2) y glucagén (gcg); y, gen enddgeno, peptidil propil isomerasa A
(ciclofilina) (ppia).

Para la realizacion de esta técnica, primeramente, se disefiaron los oligonucledticos; una
vez adquiridos, se hidrataron y estandarizaron las concentraciones adecuadas, las cuales
fueron posteriormente validadas para comprobar su eficiencia, antes de utilizar los

oligonucledtidos para el andlisis de las CPD a partir de mESC.
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1. Disefio de los oligonucleotidos.

El disefio de la secuencia de los oligonucledtidos para los genes que se

estudiaron (Nanog, SOX2, SOX17, Pdx1, Ins-1, Ins-2, gcg y ppia) se

desarrolld en el programa Primer Express Real-Time PCR ver. 3.0 de

Applied Biosystems (Tabla 1).

Los oligonucleétidos fueron sintetizados por la compafiia Uniparts S.A.

de C.V.

Una vez entregados los oligonucleétidos, se hidrataron y ajustaron a una

concentracion final de 10 um. A partir de la concentracion de 10 pm, se

hicieron 3 diluciones de cada uno de los iniciadores para ajustarlos a 0.5,

3y 9 um, las cuales fueron utilizadas para la estandarizacién de la PCR

con cada uno de los genes.

TABLA 1

OLIGONUCLEOTIDOS DISENADOS

Gen Iniciador sentido 5’- 3’ Iniciador antisentido 5 - 3
Nanog TCTCTCAGGCCCAGCTGTGT CGCTTGCACTTCATCCTTTG
SOX2 AACCGATGCACCGCTACG TTGACCACAGAGCCCATGG
SOX17 CTTCCCTACCAGGGACACGA ACTGCTTCTGGCCCTCAGGT

Pdx1 GGTGCTTACACAGCGGAACC CGGTCAAGTTCAACATCACTGC

Insulina-1 ACAGCATCTTTGTGGTCCCC CAGCACTGATCCACAATGCC

Insulina-2 GCTCTTCCTCTGGGAGTCCC AAGGTCTGAAGGTCACCTGCTC

Glucagén GCCACTCACAGGGCACATT GTCCCTTCAGCATGCCTCTC
ppia CCAGGATTCATGTGCCAGG GCCATCCAGCCATTCAGTCT
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Estandarizacion y validacion de los oligonucleétidos.
Para la estandarizacion y validacion de los oligonucleétidos, se
obtuvieron tres replicas bioldgicas de pancreas embrionarios, pancreas
adultos y mESC para la extraccion del acido ribonucleico (RNA). El total
del RNA se aislo y se cuantificG; posteriormente fue tratado con DNasas
y se sintetizd acido desoxirribonucleico complementario (cDNA). La
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en tiempo real se realizd
en un equipo ABI PRISM 7000 sequence Detection system-SDS, y se
utilizd SYBR Green como sistema de deteccion.
Estandarizadas las concentraciones adecuadas para cada uno de los
oligonucledtidos, se validé y comprobd su eficiencia antes de ser
utilizados para el andlisis de las CPD.
i.  Extraccion del RNA.
La extraccion se realizé segun el método de Chomczynski y Sacchi,
1987, de acuerdo al siguiente protocolo: se obtuvieron tres muestras
de pancreas de raton adulto y tres muestras de feto de raton (10
dias); se transfirieron a razén de 10 mg de células x 1 ml de trizol
(Invitrogen, 15596-018) en un tubo eppendorf, posteriormente se
homogeneiz6 el tejido de cada una de las muestras y se transfirié
cada una de las muestras a otro tubo limpio agregandosele 200 pl de
cloroformo (J. T. Baker, 9180-22) x 1 ml de trizol; las mezclas se
agitaron vigorosamente durante 15 segundos y se incubaron a
temperatura ambiente por 3 minutos para separar la fase acuosa de

la mezcla; se centrifugaron a 11,000 rpm durante 15 minutos a 4°C.
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Una vez separada la fase acuosa, se transfirieron a un tubo limpio y
se le adicionaran 500 pl de isopropanol (J. T. Baker, 9080) para
precipitar el RNA. Se dejaron incubar por 10 min y se centrifugaron a
11,000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Una vez precipitadas las
muestras, se lavaron con 1 ml de etanol (J. T. Baker, 8006) al 75%
por cada ml de trizol adicionado, posteriormente se centrifugaron a
12,000 rpm por 3 minutos y se elimind el sobrenadante, dejandose
secar el RNA al aire libre. Una vez seco el RNA, se le agregaron 50
ul de dietilpirocarbonato (DEPC) a cada muestra y se procedié a
disolver el pellet hasta obtener una mezcla homogeneizada.
Cuantificacién de RNA total por espectrofotometria.

La cuantificacion del RNA extraido se realizdé directamente y se
tomaron lecturas a longitudes de onda de 260 nm en un
espectofotometro (NanoDrop). Las concentraciones se ajustaron a
100 ng/ul y se procedié a evaluar la integridad del RNA en un gel
desnaturalizante de agarosa (Invitrogen) al 1%, tefiido con bromuro
de etidio.

Purificacion del RNA.

Todas las muestras se trataron con DNasa (RQ1 RNase-Free DNase
Promega, cat: M6101), para evitar la contaminacién por DNA
gendémico de acuerdo con el siguiente protocolo; se prepard la
mezcla de reaccion: 8 ul RNA (100 ug/ul), 1 pl Buffer y 1 pl DNasa
RQL1. Posteriormente se incub6 la mezcla a 37°C durante 30 minutos

y pasado el tiempo de incubacion, se le adiciono 1 pl de solucion de
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paro (EDTA 20 mM, pH = 8.0) para la enzima RQ1. Finalmente se
incubd la mezcla a 65°C durante 10 minutos para inactivar la enzima.
Sintesis del cDNA para la amplificacion en tiempo real.

El cDNA se sintetiz6 utilizando el kit first strand cDNA (Invitrogen, cat:
12328-040) de acuerdo a las instrucciones del fabricante como se
describe en el siguiente protocolo; se hizo la siguiente mezcla de
reaccion: 1 ul de primer (oligo dT), 5 pl del RNA tratado con DNasa,
2 ul de 10mM dNTP mix y finalmente 4 pl de agua con DEPC. Se
desnaturaliz6 el RNA vy el iniciador, incubandolos a 65°C por 5
minutos, luego se prepar6 la siguiente mezcla de reaccion: 4 ul de
Buffer de sintesis de cDNA, 1 pl de 0-1 M DTT, 1 ul de RNasaOUT
(40 U/ pl), 1 pl de agua con DEPC y 1 ul de AMV RT (15 U/ pl). Se
vertieron 8 pl de la mezcla de reaccion en cada tubo de reaccion con
el RNA y se incub6 durante 45 minutos a 50°C y posteriormente 5
minutos a 85°C.

Amplificacién de genes por PCR en tiempo real.

La PCR en tiempo real se realiz6 en un equipo ABI PRISM 7000
Sequence Detection System-SDS version del programa 1.1 PE
Applied Biosystems (Foster City, CA, USA), utilizando SYBR Green
como sistema de deteccion y el kit SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystem). La reaccion de amplificacion se llevé a cabo en
un volumen final de 12.5 pl, los cuales contenian 6.25 ul del Master
Mix SYBR Green, 1.75 pl de agua, 2 pl del templado (sentido y

antisentido) y 1.25 pl de cada uno de los iniciadores a diferentes
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Vi.

Vil.

concentraciones (sentido/antisentido, 0.5/0.5, 0.5/0,3, 0.5/0.9,
0.3/0,5, 0.3/0.3, 0.3/0.9, 0.9/0.5, 0.9/0.3, 0.9/0.9).

Las reacciones se realizaron en placas opticas y se sometieron a las
condiciones de 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15
segundos y 60°C por 1 minuto.

Curvas de disociacién de los genes amplificados.

Finalizada la PCR, las reacciones se sometieron a incrementos de
temperatura desde 60°C a 95°C para construir una curva de
disociacibn de cada gen amplificado en las diferentes
concentraciones de los iniciadores. Esta curva se basa en la
aplicacion de un gradiente de temperaturas crecientes después de la
PCR, para monitorear la cinética de disociacion de los fragmentos
amplificados. Mediante esta aplicacion se puede determinar la
temperatura de alineamiento de los iniciadores (Tm) para comprobar
su especificidad.

Validacion.

Una vez que se logroé seleccionar la concentracion ideal de cada uno
de los iniciadores (Nanog 0.5/3, SOX2 9/3, SOX17 3/9, Pdx1 3/3, Ins-
1 3/9, Ins-2 9/3, gcg 3/3 y ppia 3/9), se validaron bajo el siguiente
protocolo: se cuantificaron las concentraciones de los productos de
PCR obtenidas en el Nanodrop y se ajustaron a 5 ng/ul; a partir de
esta dilucién, se realizaron 5 diluciones decuplex, de manera que se
obtuvieron las siguientes concentraciones en cada uno de los

iniciadores: 0.05, 0.005, 0.0005, 0.00005 y 0.000005 ng/pl.
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De cada una de las diferentes concentraciones, se realizaron por
triplicado PCRs con los iniciadores ya estandarizados para cada uno
de los genes, obteniendo los valores del ciclo umbral (Ct) los cuales
fueron graficados contra el logaritmo (log) de la concentracion del
cDNA para obtener una recta, ecuacion de ésta y valor de la

pendiente.

Evaluacion de los cambios de expresion de los genes estudiados.

Una vez validada y comprobada la eficiencia, se procedié a la
cuantificacion relativa de los genes Nanog, SOX2, SOX17, Pdx1, Ins-1,
Ins-2, gcg y ppia en tres replicas bioldgicas de las células cultivadas a los
0, 11, 17 y 21 dias de diferenciacion.

Para evaluar y comparar los cambios en la expresién de los genes
estudiados, se extrajo RNA de mESC (dia 0 de diferenciacion) y de CPD
a los dias 11, 17 y 21 de diferenciacién; las muestras se trataron con
DNasas y se sintetizé6 cDNA como se describid anteriormente.

En la PCR tiempo real, los valores de fluorescencia son medidos cada
ciclo y representan la cantidad de producto amplificado en la reaccion.
Entre més templado presente una reaccion al comienzo de la PCR,
menor es el nimero de ciclos que se necesitan para alcanzar un punto
en el que la fluorescencia es medida por encima de la fluorescencia
normal de la reaccién de Cr.

Es por eso que las muestras de RNA extraido en los diferentes dias se

ajustaron para cada cinética a 100 ng/pl.
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Se utilizé el método de cuantificacion relativa, en el que se compara el Ct
de mESC (dia 0 de diferenciacion) contra las CPD en dias 11, 17 y 21 de
diferenciacion. Todas las cuantificaciones fueron realizadas por triplicado
y normalizadas con un control enddgeno (ciclofilina) para tener en cuenta
la variacién en la concentracion inicial, calidad del RNA y en la eficiencia
de reaccion en la transcripcion reversa.

Cada una de las muestras en los diferentes dias de maduracion, se
estudio por triplicado con los diferentes genes.

Una vez obtenidos los Cr de las cinéticas, se utiliz6 el método del 2-24¢T
de Livak, el cual analiza los cambios de expresion relativa, seleccionado
debido a que es sencillo, facil de manejar y de analisis rapido. En primer
lugar, se determino el Ct del producto del gen problema (CtPb) y del
control interno ppia (Ctppia) en cada muestra. Con estos datos se calculo
el ACr, el cual resulté de la diferencia del CtPb y Crppia, haciéndose
este céalculo para normalizar las diferencias de extraccion del RNA y en
la eficiencia de la reaccion de sintesis de cDNA. Posteriormente se
calculé el AACT en cada muestra, éste se obtuvo de la diferencia del
ACt de cada muestra y de la media de los ACr del calibrador (nESC o
CPD en 11, 17 y 21 dias, segun correspondiera). Por ultimo, se calculo
el 2-2ACT sobre el resultado obtenido.

La diferencia en la expresiéon del gen Pb se expres6 como n-veces

relativa alas mESC o CPD deldia 11, 17 0 21 dias segun correspondiera.
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Las ecuaciones gque se consideraron para calcular el AACt para el

método de cuantificacion relativa fueron:

Crgen Pb - Cippia = ACr
ACt de la muestra - ACrt del calibrador = AACT

Cantidad relativa = 2-24Ct

4. Analisis estadistico.
El analisis estadistico de los datos y los gréficos, se realizaron utilizando
el programa Past version 3.08. Se us6 una prueba Anova para comparar
los cambios de expresion entre las mESC y las CPD obtenidas en

diferentes tiempos de diferenciacion.

Técnica de inmunocitoquimica para microscopia de fluorescencia.
Mediante esta técnica de inmunodeteccion, se realizo la caracterizacion fenotipica de
mMESC y CPD determinando la presencia de las proteinas en estudio.

Para la estandarizacion de esta técnica, primeramente, se titularon los anticuerpos (Abs)
primarios y secundarios para evidenciar el marcaje y funcionalidad de los Abs contra las
proteinas Nanog, SOX2, insulinay glucagén, para lo cual se emplearon cultivos de mESC
en pase 1 y cortes histolégicos de pancreas de ratén sano, los cuales se obtuvieron

mediante técnica quirdrgica como se muestra en la figura 6.
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Figura 6. Extraccién quirdrgica de pancreas de ratdn. Extraccion de un
pancreas de ratobn mediante técnica quirdrgica entre la curvatura mayor del
estomago y el bazo.

Respecto a las muestras histologicas, después de extraer el 6rgano, se coloco en hielo
para posteriormente realizar cortes histoldgicos de 6 um de grosor con un criostato de
pie (Jaelsa) a una temperatura de -30°C. Una vez obtenidos los criocortes, se procedio a
estandarizar la técnica de inmunocitoquimica empleando el protocolo de Santa Cruz
Biotechnology, Inc., como a continuacion se indica.

Los cortes histologicos pancreaticos de 6 um, al igual que los cultivos de mESC, se fijaron
con paraformaldehido (Sigma, cat: P6148) al 4% y acido picrico (Sigma, cat: 197378) al
0.15% en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente, lavandose 2 veces con PBS
al término de la fijacion.

Posteriormente, se permed la membrana celular con Triton X100 (Sigma, cat: X100) al
0.1% durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron con PBS y en seguida se

adicionaron 200 pl de proteina bloqueadora (Dako, cat: X0909) durante 20 minutos para
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inhibir tinciones no especificas. Concluido el tiempo, se elimind el exceso de suero y se

procedi6 a realizar el marcaje con los anticuerpos primarios (Abs 1°) en las preparaciones

citolégicas e histolégicas para la titulacion, adicionando 200 ul de los Abs 1° en 3

muestras por cada dilucién y su control como se muestra en la figura 7, empleando las

siguientes concentraciones:

1.

2.

3.

4.

Ab 1° de conejo anti-Nanog (abcam, ab80892), 1:100, 1:200 y 1:400.
Ab 1° de conejo anti-SOX2 (abcam, ab97959), 1:100, 1:250 y 1:500.
Ab 1° de cobayo anti-Insulina (Dako, A0564), 1:10, 1:20, 1:25.

Ab 1° de conejo anti-Glucagon (Dako, A565), 1:50, 1:75, 1:100.

Los Abs primarios y los controles (proteina bloqueadora) contra Nanog y SOX2 se

incubaron durante 24 horas en refrigeracion, en tanto los Abs contra Insulina 'y Glucagén

y sus controles se incubaron durante 60 minutos a temperatura ambiente. Pasados los

tiempos, se lavaron dos veces con PBS.

Nanog
Control

Nanog
1:100 1:200 1:400

SOX2 SOX2
1:100 1:250 1:500 Control

Geg Geg Geg Geg
1:50 175 1:100 Control

Ins Ins Ins Ins
1:10 1:20 1:25 Control

Figura 7. Titulacién de los anticuerpos primarios. Esquematizacion de la
titulacion de los anticuerpos primarios para cada una de las proteinas: Nanog,
SOX2, Insulina y Glucagon.
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Posteriormente se realizaron las diluciones correspondientes a los Abs secundarios (Abs
2°) conjugados contra conejo (dylight 488) (Green Fluorescent, GF) (abcam, ab96895) y
contra cobayo (alexa fluor 488) (GF) (Jackson, 706-546-148) a razon de 1:100, 1:200 y
1:400, adiciondndose 200 pl del Ab 2° a las preparaciones citologicas e histolégicas que
se habian incubado previamente con los Abs 1°. Con lo anterior, las combinaciones de

las titulaciones se esquematizan en la figura 8.

1:100

1:200

1:400

Nanog Nanog Nanog Nanog
1:100 1:200 1:400 Control

1:100
Dylight

488 1:200
contra
conejo 1:400
SOX2 SOX2 Nanog Nanog
1:100 1:250 1:500 Control

1:100

1:200

1:400

Geg Geg Geg Geg
1:50 1.75 1:100 Control

1:100

Alexa
Fluor 488
contra
cobayo

1:200

1:400

Ins Ins Ins Ins
1:10 1:20 1:25 Control

Figura 8. Titulacién de los anticuerpos secundarios. Esquematizacién de la
titulacion de los anticuerpos secundarios contra conejo y contra raton.

Los Abs 2° conjugados se incubaron durante 45 minutos en oscuridad a temperatura
ambiente y posteriormente se lavaron 3 veces con PBS. En seguida se agregaron 10 pl
de glicerol al 10% y se les colocé cubreobjetos. Finalmente, las muestras fueron
analizadas en un microscopio de fluorescencia TiU-Eclipse (Nikon, Japoén).

Una vez establecida la titulacion para cada uno de los Abs, se procedio a realizar la
inmunocitoquimica en tres replicas biolégicas de cultivos celulares con mESC y CRD al

dia 21 de diferenciacién; ambos tipos de cultivos para su analisis mediante microscopia
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de fluorescencia, se realizaron en cajas de deslizamiento para cultivo (Lab-Tek cat:

177372).

Andlisis mediante espectroscopia vibracional FTIR.

Se realizaron analisis por espectroscopia vibracional para determinar la propiedades
estructurales y quimicas de mESC y CPD, empleando un espectrometro FTIR (Bruker,
Vertex 70) en el intervalo espectral entre 4000-400 cm2, con una resolucién espectral de
4 cm y utilizando el modo de muestreo por Reflectancia Total Atenuada (ATR). Todas
las muestras en sus diferentes condiciones fueron analizadas por triplicado.

Para el analisis de las mESC indiferenciadas y CPD a los dias 11, 17 y 21 de
diferenciacion, se obtuvieron 100,000 células aproximadamente para cada condicion, las
cuales se despegaron de las cajas de cultivo y se resuspendieron en 1 ml de PBS.
Posteriormente se centrifugaron a 1,200 rpm durante 3 minutos; se retir0 el sobrenadante
obteniéndose un pellet, del cual se tomaron 3 pl de la muestra celular concentrada, la
cual fue colocada sobre la superficie del cristal ATR. Se dejo secar a temperatura
ambiente durante 15 minutos para eliminar el exceso de agua, midiendo los espectros
FTIR hasta que las bandas de absorcion relacionadas con el agua fueran indetectables.
La radiacion infrarroja propagada a través del cristal para obtener los espectros
correspondientes, fue promediada a través de la adquisicion de los multiples barridos

realizados (120 adquisiciones).

Tratamiento espectral y analisis multivariado.
Una vez que se adquirieron todos los espectros FTIR (espectros en crudo), se les aplico

un tratamiento de normalizacion de variable aleatoria normal tipificada (SNV) utilizando
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el programa Unscrambler X version 10.3 (CAMO Software AS); posteriormente, se realizd
el calculo de la segunda derivada de cada espectro empleando el algoritmo Savitzky-
Golay, el cual aplica un ajuste sucesivo de subconjuntos de datos puntuales adyacentes
con un bajo grado polinominal por minimos cuadrados a la aproximacion lineal. Después
de que los espectros fueron tratados y calculados en segunda derivada, se utilizaron
como datos de entrada para la aplicacion del método multivariado de Analisis de
Componentes Principales (ACP) mediante el programa Unscrambler X 10.3. Este método
de ACP es una técnica estadistica de sintesis de la informacion o reduccion de dimension
(nimero de variables), es decir, ante un banco de datos con muchas variables (espectros
FTIR), el objetivo es reducirlas a un menor nimero perdiendo la menor cantidad de
informacion posible buscando combinaciones lineales de las variables originales que
representan lo mejor posible la variabilidad presente en los datos. De este modo, con
unas pocas combinaciones lineales, que son los componentes principales, seria
suficiente para entender la informacion contenida en los datos. Al mismo tiempo, la forma
en que se construyeron los componentes (graficas de puntuacion), sirvié para entender
la estructura de correlaciéon (formando agrupaciones y/o trayectorias) inherente a los

datos.

Implementacion del modelo diabético murino.
Para inducir Diabetes en un modelo de raton, fue necesario estandarizar la obtencién de
muestras sanguineas para el analisis bioguimico; una vez que se analizaron los
parametros normales, se estandarizé la aplicacion de STZ via intraperitoneal y se
determiné la dosis ideal analizando los cambios bioquimicos dependientes de la dosis.

La implementacién de este modelo siguidé las directrices de las Normas Oficiales
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Mexicanas “Guia para el uso y cuidado de los animales de laboratorio” (NOM-062-ZOO-
1999) y “Guia para la eliminacién de residuos biolégicos” (NOM-087-ECOL-1995). Se
utilizaron ratones machos de la cepa NIH, manteniéndose con dieta estandar y libre
disposicion de agua, aclimatdndose durante una semana en jaulas metabdlicas antes de
iniciar el proyecto, manteniéndose con ciclos de 12 horas de luz/oscuridad, con humedad

controlada del 50-60% y condiciones de temperatura constante de 21 + 1 °C.

1. Obtencién de muestra sanguinea.
La extraccion de sangre venosa se realiz6 de la vena facial sin necesidad
de anestesia y con minima invasién, empleando una aguja de 19-21 G
de acuerdo a la técnica que se explica a continuacion: se sujetd
firmemente al raton de manera que la cabeza quedé alineada con el
cuerpo, comprimiendo ligeramente los vasos del cuello del lado opuesto
al que se realizo la puncion. Se localizo la vena entre el vértice de la oreja
y la comisura labial, aproximadamente al nivel del ojo. Con una aguja de
19-21 G, dependiendo de la edad y/o tamafio del raton, se realizo la
puncion (inclinacion de 45° aproximadamente) en la zona anteriormente
descrita. La profundidad 6ptima fue de 2-3 mm. Se colocaron 10 gotas
de sangre en un tubo para toma de muestra y recoleccion de sangre
pediatrico (BD Microtainer, cat: 365967). Una vez obtenida la muestra, se

hizo hemostasia por 5 segundos y se liberé al ratén.
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Determinacion del perfil bioquimico sérico.

Una vez que se obtuvo la muestra sanguinea con la técnica antes
descrita, se procedié a centrifugarla en una centrifuga para tubos
Eppendorf a 3,500 rpm durante 5 minutos para obtener el suero.
Posteriormente se diluy6 el suero de las muestras que no era suficiente
para completar un volumen final de 150 pl necesarios para su analisis
bioguimico.

En seguida se realizé el andlisis sanguineo de 6 elementos (glucosa,
creatinina, triglicéridos, acido unico, urea, BUN) en un equipo

automatizado para quimica clinica (Autoanalyzer QCA Mini line).

Estandarizacion de la aplicacion intraperitoneal de estreptozotocina.

Fue necesario estandarizar la aplicacion intraperitoneal antes de
administrar la STZ, para poder corroborar que la técnica fuera la
adecuada y no se administrara el medicamento en algin 6rgano o fuera
de la cavidad peritoneal, para lo cual se implemento la siguiente técnica:
se sujeté al ratdén en decubito supino, inclinandolo 45 grados con la
cabeza hacia abajo, para descender los Organos intraperitoneales.
Posteriormente se administraron 500 pl intraperitoneales de azul tripano,
introduciendo la aguja a 45° en el cuadrante inferior izquierdo de la pared
abdominal, aspirando previamente para descartar salida de materia fecal
0 sanguinea asegurando la administracion intraperitoneal.

Finalmente se sacrifico al ratén y se corrobor6 la inyeccion intraperitoneal

mediante incision abdominal.
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4. Determinacién de la dosis intraperitoneal de STZ.
Realizada la estandarizacion de las técnicas antes descritas, se procedio
a realizar la determinaciéon de la dosis Optima de STZ para inducir
Diabetes en los ratones NIH, para lo cual se utilizaron dosis
intraperitoneales entre los 150-250 mg/kg de peso y se realizaron en
grupos conformados entre 5 y 10 ratones (n=10).
La STZ (Sigma, cat: S0130) se peso de acuerdo a la dosis indicada y se

diluyé en buffer citrato para su aplicacion intraperitoneal.
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CAPITULO Il

RESULTADOS

A. EXPANSION DE MEFs.

En relacion a la expansion de MEFs, se observd mediante microscopia directa de campo
claro y contraste de fases, que los MEFs son células adherentes a la superficie de la
placa de cultivo, adquiriendo la morfologia tipica alargada, fusiforme y formando una
monocapa celular en las cajas de cultivo.

En las primeras 24 horas de cultivo se observaban adheridos los MEFs, aunque la
confluencia celular inicial esperada se observo a los 5 dias de haber descongelado el vial
e iniciado la expansion.

Posterior al haber obtenido la confluencia inicial y realizar el primer pase celular, los MEFs
se adherian casi en su totalidad en la primera hora posterior al pase, aunque no se
observaba la morfologia tipica hasta pasadas las primeras 24 horas, duplicAndose en
namero entre las 24 y 48 horas de cultivo y confluyendo al 80% cada 72 horas, por lo que

se les realiz6 el pase correspondiente cada tercer dia (Figura 9).

Y.

ELY
)

Figura 9. Fibroblastos embrionarios de ratén. MEFs en cultivo, 100X.
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B. ARRESTO CELULAR DE LOS MEFs.
Los MEFs cultivados a una densidad de 55,000 células/cm? que se expusieron a
mitomicina, se sometieron a conteos celulares cada 3 dias comprobando su arresto del
ciclo celular, observando que las cifras totales de los MEFs arrestados, presentaron una
tendencia hacia la disminucion de su poblacién, de manera que, transcurridos 15 dias de
haberlos arrestado, los MEFs se encontraron en su mayoria no viables.
Cabe mencionar que los MEFs expuestos a mitomicina para su arresto celular, no

cambiaron sus caracteristicas de adherencia ni morfologia tipica.

C. CULTIVO DE mESC.
Referente a las mESC, se observé mediante microscopia directa de campo claro y
contraste de fases, que estas células son adherentes a la superficie de la placa de cultivo
y sobre la monocapa de MEFs, adquiriendo una morfologia esférica, simétrica y con

tendencia a formar colonias celulares (Figura 10).

. )“h\‘ '. t»,’_‘ “ 3 .. : : .' :
Figura 10. Cultivo de células madre embrionarias de ratén (mESC). Cultivo
de mESC sobre monocapa celular de fibroblastos embrionarios de raton, 100X.

e ~
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Asi mismo se observé que las mESC se adhirieron a la superficie de la caja de cultivo en
las primeras 4 horas, pero uniéndose entre ellas para formar colonias posteriores a las
24 horas de cultivo, logrando una confluencia celular inicial esperada del 80% hasta el
dia 7° después de haber descongelado el vial de mESC e iniciado la expansion sobre la
monocapa de MEFs.

Posteriormente a estas colonias de mESC confluentes se les realizé el primer pase,
observando que se adherian en las primeras 24 horas y se replicaban entre las 24 y 48
horas posteriores a su cultivo, obteniendo una confluencia del 80% cada tercer dia

posterior al primer pase, realizando los pases para su expansion cada 3 dias.

D. DIFERENCIACION DE mESC A CPD.

Para la diferenciacion de mESC a células pancreaticas diferenciadas, el protocolo
realizado tuvo una duracion de 21 dias, en los cuales se observaron ciertos patrones de
diferenciacion (Figura 10 y 11) que se detallan en seguida.

Primeramente, las mESC durante la etapa 1 de diferenciacion, se adhirieron a la
superficie de la caja de cultivo en las primeras 24 horas, presentando una morfologia
esférica y sin la formacion de colonias celulares, manteniendo esta tendencia durante las
primeras 48 horas de diferenciacion.

Al inicio de la segunda etapa de diferenciacion, las mESC comenzaron a unirse formando
EBs apenas perceptibles a la microscopia directa con un aumento de 200X, siendo mas

evidentes al final de esta segunda etapa de diferenciacion (Figura 11A y 12A).
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Figura 11. Diferenciacion de células madre embrionarias de raton (mESC) a células
pancreaticas diferenciadas (CPD), 200X. Diferenciacién de mESC a cuerpos embrionarios
(EBs) conformados por CPD. A. Células en 6 dias de diferenciacion conformando un EB. B.
Aumento del EB conformado por células en 11 dias de diferenciacion. C. EB de 17 dias de
diferenciacion. D. EB denso conformado por CPD al dia 21 de diferenciacion.
Para el sexto dia, ya encontrandose en la tercera etapa de diferenciacion, los EBs se
localizaban con facilidad mediante microscopia Optica con un aumento de 100X,
aumentando su poblacién celular.
En el dia 11° de diferenciacion se aprecié que la densidad de los EBs aumenté
considerablemente (Figuras 11B y 12B) vy, entre los dias 11 y 13 de diferenciacion, no se
presentaron cambios significativos, pero a partir del dia 16° de diferenciacion ya en la

cuarta etapa, se observé un aumento en la poblacién celular y en la formaciéon de EBs

cada vez fue mas confluentes (Figuras 11C y 12C).
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Finalmente, en el dia 21 de diferenciacién, los cultivos celulares en los que se
encontraban los EBs tridimensionales (Figuras 11D y 12D), se retiraron del medio de

cultivo para sus respectivos analisis.

Figura 12. Diferenciacion de células madre embrionarias de raton (mESC) a células
pancreaticas diferenciadas (CPD), 100X. Diferenciacion de mESC a cuerpos embrionarios
(EBs) conformados por CPD. A. Células en 6 dias de diferenciacion conformando un EB. B.
Aumento del EB conformado por células en 11 dias de diferenciacion. C. EB de 17 dias de
diferenciacion. D. EB denso conformado por CPD al dia 21 de diferenciacion.

E. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) EN TIEMPO REAL.
Extraccion y cuantificacion de RNA.
Se obtuvo RNA de mESC y 5 muestras de RNA de pancreas de raton adulto y fetal, con
la finalidad de estandarizar y validar los iniciadores.
Los resultados mostraron la obtencion de un RNA integro; en la figura 13, se aprecia en
los carriles una sefial difusa a lo largo de todo el gel, que corresponde al RNA mensajero,

bandas superiores correspondientes al RNA ribosomal 28S y 18S, asi como unas bandas
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difusas inferiores que bien podrian pertenecer al RNA ribosomal 5S y/o al RNA de

transferencia.

Figura 13. Integridad del RNA obtenido. EI RNA se extrajo por el método

Chomczynski y Sacchi. Gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio.

1. RNA de pancreas de raton adulto. 2. RNA de pancreas fetal de raton. 3. RNA

de células madre embrionarias de raton (mESC).

Curvas de disociacion de los genes amplificados.

Una vez extraido y verificada la integridad del RNA, se tratd con DNasas para la
eliminacion total del DNA y se sintetizé el cDNA como se describe en material y métodos.
Con el cDNA sintetizado, se estandarizaron las condiciones para la amplificaciéon de los
genes (Nanog, SOX2, SOX17, Pdx1, Ins-1, Ins-2, gcg y ppia).
Las concentraciones ideales de amplificacion para los iniciadores, quedaron como sigue:
Nanog 0.5/3, SOX2 9/3, SOX17 3/9, Pdx1 3/3, Ins-1 3/9, Ins-2 9/3, gcg 3/3 y gen
enddgeno ppia 3/9 ng/ul.

Finalizadas las PCRs de amplificacion para cada uno de los genes, se corrié una curva

de disociacion que nos permitié observar un solo pico estrecho para los amplificados y la
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ausencia de amplificacién en los blancos (Figura 14) indicandonos que las PCRs eran

especificas para el fragmento disefiado.

[—
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Figura 14. Curvas de disociacion de las concentraciones ideales de los
oligonucleétidos diseflados. Se muestran en rojo las curvas de disociacion realizadas con
cDNA, sintetizado a partir de RNA de mESC y pancreas de ratén adulto y fetal y, en verde,
los blancos de reactivos (todos los reactivos de la reaccion excepto material genético).
A. Nanog, B. SOX2, C. SOX17, D. Pdxl1, E. Insulina-1, F. Insulina-2, G. Glucagén,

H. Ciclofilina.
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De igual forma en un gel de agarosa al 3%, se verificé la amplificacion de un sélo
amplificado y que el tamafio de éste correspondiera al que previamente se habia

disefiado (Figura 15).
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Figura 15. Productos de PCR de los genes estudiados. Se muestra un gel de agarosa al

3% donde se aprecia la amplificacion de un solo amplificado y el tamafio de cada uno que

corresponde al que previamente se habia disefiado.

Validacion.

Una vez que se logré la estandarizacion, se procedié a validar la eficiencia de
amplificacion, realizando diluciones decuplex del producto de PCR y graficando los Cr
obtenidos de la amplificacion contra los logaritmos de las concentraciones utilizadas para
la amplificacion. Las graficas obtenidas se muestran en la figura 16 donde se observan
las pendientes con valores proximos a 3, lo que nos indica eficiencias cercanas al 100%

de acuerdo a la ecuacién descrita por Rasmussen, validando con esto, los resultados de

las PCRs.
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Figura 16. Validacion de los oligonucledétidos disefiados. Gréficas con los valores de Cr
de cada uno de los iniciadores ya estandarizados. Se graficaron los Cr obtenidos para cada
uno de los genes contra el logaritmo de la concentracion del cDNA, con valores de eficiencia
y reproducibilidad cercanas al 100%. A. Nanog, B. SOX2, C. SOX17, D. Pdx1, E. Insulina-1,
F. Insulina-2, G. Glucagén, H. Ciclofilina.

Evaluacién de los cambios de expresién de los genes estudiados.

Una vez estandarizada y validada la PCR en tiempo real, se evaluaron los cambios de

expresion relativa en los diferentes tiempos de diferenciacion para los genes Nanog,
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SOX2, SOX17, Pdx1, Ins-1, Ins-2 y gcg. La tabla 2 resume los valores del promedio de

expresion relativa (X) y error estandar (EE) calculado con las réplicas realizadas para

MESC indiferenciadas consideradas al dia 0 y CPD a los dias 11, 17 y 21 de

diferenciacion, asi como el valor de “p” para cada uno de los genes analizados.

TABLA 2.

RESUMEN DE LOS VALORES DE EXPRESION RELATIVA

EN DIFERENTES TIEMPOS DE DIFERENCIACION

Dia0 Dia 11 Dia 17 Dia 21
Gen — — — —
(X +EE) (X +EE) (X +EE) (X +EE)
No se detectd No se detecto No se detecto
Nanog 1.6937 £ 0.3195 el transcrito el transcrito el transcrito
p <0.001
No se detectd No se detectd No se detectd
SOX2 1.0188+£0.0713 el transcrito el transcrito el transcrito
p < 0.001
0.9655 + 0.1007 5.4799 + 1.4050 0.2987 + 0.2012 No se detecto
SOX17 el transcrito
p < 0.001
No se detect6 0.9906 + 0.1734 0.0037 + 0.0001 No se detect6
Pdx1 el transcrito el transcrito
p < 0.001
No se detectd No se detectd 1.4400 + 0.4466 178 + 52
Ins-1 el transcrito el transcrito
p <0.001
No se detect6 No se detectd 1.2990 +0.1456 | 114.1925 +20.49
Ins-2 el transcrito el transcrito
p <0.001
No se detecto 0.0002 + 0.00001 1.2196 + 0.5265 46.35 + 14.69
gcg el transcrito
p <0.001

Las expresiones relativas de Nanog y SOX2 se detectaron Unicamente al dia O,

expresandose 1.69 y 1.01 veces mas respectivamente en comparacion con los dias 11,
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17 y 21 de diferenciacion, corroborando el estado de indiferenciaciéon de las mESC

(Gréficas 1y 2).
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Gréfica 1. Expresion relativa del gen Nanog. Valores de la expresion relativa
del gen Nanog a los dias 0, 11, 17 y 21 de diferenciacion.
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Gréfica 2. Expresién relativa del gen SOX2. Valores de la expresion relativa
del gen SOX2 alos dias 0, 11, 17 y 21 de diferenciacién.
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Enrelacién a SOX17, presento una expresion relativa de 0.96 veces al dia 0 en las mESC,

pero al dia 11 de diferenciacion, incrementé su expresion 5.47 veces mas siendo la etapa

de mayor expresion, disminuyendo a 0.29 veces al dia 17 de diferenciacion (Grafica 3).
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Gréfica 3. Expresion relativa del gen SOX17. Valores de la expresion relativa

del gen SOX17 alos dias 0, 11, 17 y 21 de diferenciacion.

La expresion relativa de Pdx1 en las CPD, se presento al dia 11 de diferenciacion siendo

0.99 veces mas, disminuyendo a 0.003 veces al dia 17 de diferenciacion (Grafica 4).
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Gréfica 4. Expresion relativa del gen Pdx1. Valores de la expresion relativa
del gen Pdx1 a los dias 0, 11, 17 y 21 de diferenciacion.
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Referente a las expresiones relativas de Insulina-1 e Insulina-2, se presentaron a partir
del dia 17 de diferenciacion, expresandose 1.44 y 1.29 veces mas respectivamente,
aumentando considerablemente al dia 21 de diferenciacién, siendo 178 y 114 veces mas

respectivamente al final del protocolo de diferenciacion (Graficas 5y 6).
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Grafica 5. Expresidn relativa del gen Ins-1. Valores de la expresion relativa del
gen Insulina-1 a los dias 0, 11, 17 y 21 de diferenciacion.
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Grafica 6. Expresidn relativa del gen Ins-2. Valores de la expresion relativa
del gen Insulina-2 a los dias 0, 11, 17 y 21 de diferenciacion.
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Respecto a la expresién relativa del gen gcg, al dia 11 de diferenciacion su expresion fue
minima de 0.002 veces, aumentando a 1.21 veces al dia 17 de diferenciacion y
presentando la maxima expresion de 46.35 veces mas al final del protocolo, es decir, al

dia 21 de diferenciacion (Grafica 7).
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Grafica 7. Expresion relativa del gen gcg. Valores de la expresion relativa del
gen glucagon a los dias 0, 11, 17 y 21 de diferenciacion.

En la grafica 8 se muestra el resumen de la expresion relativa de los genes estudiados a

lo largo de la diferenciacion.
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Gréfica 8. Resumen de la expresion relativa de los genes analizados.
Valores de expresion relativa de cada uno de los genes estudiados en los
diferentes dias de diferenciacion.

80



F. ANALISIS FENOTIPICO DE LAS mESC Y CPD MEDIANTE MICROSCOPIA DE

FLUORESCENCIA PARA DETECCION DE PROTEINAS.

Para demostrar la presencia de las proteinas (marcadores de pluripotencia) Nanog y

SOX2 en mESC, asi como las proteinas insulina y glucagon en CPD, fue necesario

realizar las titulaciones de los anticuerpos primarios y secundarios, para lo cual se

analizaron las preparaciones citolégicas (mESC) e histoldgicas (pancreas de ratdon) antes

citadas de acuerdo a la metodologia descrita, resultando las titulaciones mas adecuadas

las que se indican en la tabla 3.

TABLA 3.

CONCENTRACIONES ADECUADAS POSTERIOR A LA

TITULACION DE LOS ANTICUERPOS

ANTICUERPOS DILUCION
Ab 1° de conejo contra Nanog 1:200
Ab 1° de conejo contra SOX2 1:250
Ab 1° de cobayo contra insulina 1:20
Ab 1° de conejo contra glucagon 1:50
Ab 2° conjugado anti conejo (488, Dylight) 1:200
Ab 2° conjugado anti cobayo (488, Alexa Fluor) 1:200

De acuerdo a las titulaciones realizadas y respecto a los marcadores de pluripotencia

Nanog y SOX2 en mESC, en la figura 17 se muestran los controles negativos que

descartan autofluorescencia en las mESC.
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CAMPO CLARO CAMPO OSCURO MERGE

Ab 2°
Anti-Cobayo
(488, Alexa
Fluor)

Ab 2°
Anti-Conejo
(488,
Dylight)

Figura 17. Ausencia de autofluorescencia en células madre embrionarias de raton (mESC).
Imagen representativa de ausencia de autofluorescencia (controles negativos) en mESC para
los anticuerpos secundarios conjugados Anti-cobayo (488, Alexa Fluor) y Anti-conejo (488,
Dylight), N=3, 100X.
En la figura 18, se muestran los controles positivos con lo que se comprueba la
funcionalidad y marcaje de los anticuerpos contra Nanog y SOX2, asi como el estado de
pluripotencia de las mESC cultivadas.

CAMPO CLARO CAMPO OSCURO

Figura 18. Inmunodeteccion de pluripotencia en células madre embrionarias de ratén

(mESC). Imagen representativa de inmunodeteccion de las proteinas Nanog y SOX2
(marcadores de pluripotencia) en mESC cultivadas (488, Dylight), N=3, 100X.

Sox2
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Respecto a los resultados obtenidos de las titulaciones para las proteinas pancreaticas,

la figura 19 representa los controles negativos en cortes histologicos de pancreas de

ratén, descartando auto fluorescencia del tejido pancreatico.
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Figura 19. Ausencia de autofluorescencia en tejido pancreatico. Imagen representativa de
ausencia de autofluorescencia en tejido pancreatico (controles negativos) para los anticuerpos
secundarios conjugados Anti-cobayo (488, Alexa Fluor) y Anti-conejo (488, Dylight), N=3, 100X.

En la figura 20, se muestran los controles positivos durante la titulacibn en cortes

histolégicos de pancreas de raton, demostrando la funcionalidad y el marcaje de los Abs

primarios contra insulina y glucagoén.

CAMPO CLARO CAMPO OSCURO ~ MERGE
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Figura 20. Inmunodeteccién de
representativa de inmunodeteccién (controles positivos) de las proteinas insulina y glucagén en

cortes histoldgicos de pancreas de ratén, 100X.
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Con las titulaciones adecuadas, se demostré la ausencia de la expresion de las proteinas
pancreaticas insulina y glucagéon en meSC (Figura 21) y, posteriormente, al someterlas
a diferenciacion se demostro la expresion de dichas proteinas en los EBs conformados

por CPD a los 21 dias de finalizado el protocolo de diferenciacién (Figura 22).

CAMPO OSCURO

Insulina §

Glucagon

Figura 21. Ausencia de inmunodeteccidon de insulina y glucagén en células madre
embrionarias de raton (MESC). Imagen representativa de ausencia de inmunodeteccion de
las proteinas pancreaticas insulina y glucagéon en mESC, N=3, 100X.
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Figura 22. Inmunodeteccién de insulina y glucagdén en células pancreéticas
diferenciadas (CPD). Imagen representativa de inmunodeteccidn de las proteinas insulina 'y
glucagén en cuerpos embrionarios (EBs) conformados por CPD a partir de mESC, N=3, 400X.
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En la figura 23 se muestran EBs conformados por CPD al dia 21 de diferenciacion, en los
gue se descarta inmunodeteccion de los marcadores de pluripotencia Nanog y SOX2,
comprobandose la pérdida de pluripotencialidad en las CPD diferenciadas a partir de
mMESC.

CAMPO CLARO CAMPO OSCURO MERGE
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Figura 23. Ausencia de pluripotencialidad en células pancreaticas diferenciadas (CPD).
Imagen representativa de ausencia de pluripotencialidad (Nanog y SOX2) en cuerpos
embrionarios (EBs) conformados por CPD al dia 21 de diferenciacion, N=3, 400X.

Con los resultados del analisis fenotipico y congruentes con los resultados de expresion
genética, se demostré el estado de pluripotencia de las mMESC que se sometieron al
proceso de diferenciacion, y una vez finalizado este proceso, se pudo comprobar que los
EBs conformados por CPD expresaron proteinas tipicas de pancreas endocrino y dejaron
de expresar proteinas de pluripotencia, con lo cual se demuestra genética y
fenotipicamente el estado de indiferenciacion o diferenciacion de las células antes de

someterlas al analisis espectroscopico FTIR.
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G. ANALISIS DE ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL FTIR.

Respecto a los resultados FTIR de mESC y CPD en sus diferentes etapas de maduracion
(0, 11, 17 y 21 dias), se observo en los espectros en crudo normalizados (Figura 24)
bandas de absorcién en el intervalo espectral de 1900 a 800 cm™ (huella dactilar
biolégica), las cuales estan asociadas con diferentes tipos de biomoléculas, incluyendo
lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos, caracteristicos de muestras
biolégicas, encontrando diferencias en la composicién estructural y bioquimica entre
mESC y CPD.

En la figura 24, se observa la presencia de bandas de absorciéon a 1744 cm™ relacionadas
con las vibraciones de extension del grupo éster C=0 de lipidos, mientras que dos bandas
intensas a 1650 cm™ y 1540 cm™ estan relacionadas con los grupos funcionales amida |
y amida Il de proteinas respectivamente. Las bandas a 1454 cm™ corresponden a los
grupos metilo y metileno de lipidos y proteinas, en tanto las bandas a 1396 cm* se deben
a las vibraciones de extension COO- de las cadenas laterales de aminoéacidos. Las
siguientes bandas a 1238 cm™ y 1080 cm™ estan relacionadas con las vibraciones de
extension asimétricas y simétricas P=0O de los grupos fosfodiéster PO2 de moléculas
fosforiladas. Enseguida, las bandas a 1030 cm™ corresponden a la absorciéon de
vibraciones C-O de glucégeno. Por ultimo, las bandas en el intervalo de 992-986 cm
estan asociadas con la cadena principal de fosfato ribosa, mientras que la banda a 966
cm* provienen de las vibraciones de extension del esqueleto de DNA.

Los espectros crudos FTIR de mESC y CPD en sus diferentes dias de diferenciacion en
las regiones amida | y amida Il de proteinas entre 1700-1500 cm se observan en la
figura 25A. Se puede apreciar una disminucion en la intensidad de la banda amida | a

1650 cm (C=0 estiramiento vibracional) en las CPD en comparacién con la banda de
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amida | correspondiente a mESC. Respecto a la banda amida Il a 1540 cm™, se observa

mayor intensidad y ensanchamiento de esta banda en las mMESC con respecto a las CPD.

—— Dia 0 (mESC)
—— Dia 11 (CPD)
—— Dia 17 (CPD)

Dia 21 (CPD)

)
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Figura 24. Andlisis vibracional FTIR durante el proceso de diferenciacion de células madre
embrionarias de raton (mMESC) a células pancreéaticas diferenciadas (CPD). Se aprecian
cambios en las diversas bandas de absorcion en las diferentes etapas de diferenciacion (0, 11, 17
y 21 dias), N=3.
Respecto a la segunda derivada de los espectros FTIR de mESC y CPD en la region
amida | de proteinas entre 1700-1600 cm™ (Figura 25B), se observan bandas
relacionadas con los componentes de la estructura secundaria de proteinas como giros
B (1693 cm™y 1682 cm™), hélices a (1650 cm™) y laminas B (1634 cm™), los cuales son

especificos y sensibles a cambios estructurales y conformacionales de las proteinas,

apreciando un aumento en la intensidad de las bandas respectivas a giros-f y
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disminucion en la intensidad de las bandas de hélices-a y laminas- en las CPD respecto

a las mESC.
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Figura 25. Andlisis de los espectros vibracionales FTIR en las regiones de proteinas durante
el proceso de diferenciaciéon de células madre embrionarias de raton (mESC) a células
pancreéticas diferenciadas (CPD). Se observan cambios especificos en las diversas bandas de
absorcién en las diferentes etapas de diferenciacion (0, 11, 17 y 21 dias), N=3. A. Espectros
crudos de las regiones amida | y amida Il de proteinas, y B. Segunda derivada de los espectros de
la regién amida | de proteinas.
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Referente a los espectros crudos de mESC y CPD en sus diferentes etapas de
diferenciacion en la region de carbohidratos y acidos nucleicos (1100-850 cm?) (Figura
26A), se observan bandas anchas en el intervalo espectral de 1080-1030 cm™ que se
pueden asociar con glucégeno y otros hidratos de carbono, cuya mayor intensidad se
presenta en las CPD. Ademas, se observan bandas superpuestas a 992 cm™ (cadena
principal de fosfato de ribosa) y 986 cm™ (estiramiento vibracional C-C de la columna
vertebral del DNA) en las CPD. Asi mismo, la banda asociada con el estiramiento
vibracional C-C de columna vertebral del DNA en las mESC, se encuentran a 966 cm,
y otra banda a 914 cm debido a la vibracién del anillo de ribosa el cual esta ligeramente

mas aumentada en estas células.
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Figura 26. Analisis de los espectros vibracionales FTIR en la region de &acidos nucleicos
durante el proceso de diferenciacion de células madre embrionarias de ratén (mESC) a
células pancreaticas diferenciadas (CPD). Se observan cambios especificos en las diversas
bandas de absorcidn en las diferentes etapas de diferenciacion (0, 11, 17 y 21 dias), N=3. A.
Espectros crudos, y B. Segunda derivada de absorbancia.

Respecto a la segunda derivada en la region de carbohidratos y acidos nucleicos (Figura
26B), se observdo un incremento significativo en la intensidad de las bandas
correspondientes a los grupos fosfato y glucégeno entre 1080 y 1030 cm™ en las CPD y
una disminucion significativa en las bandas correspondientes a la vibracion de la cadena
principal de fosfato ribosa (992 cm) y al anillo de ribosa (914 cm™) en las mESC al
someterlas al proceso de diferenciacion pancreatica. Asi mismo, también se aprecio en
las CPD un desplazamiento y aumento de la intensidad en las bandas correspondientes
a las vibraciones de extension del esqueleto de DNA (986 cm™) asi como la banda
espectral a 899 cm correspondiente a DNA/RNA.

Finalmente, con los espectros tratados y calculados en segunda derivada, se utilizaron
los datos espectrales de la regiéon amida | de proteinas (1700-1600 cm™) asi como de la
region de carbohidratos y acidos nucleicos (1100-850 cm™) para realizar el andlisis

multivariado de ACP (Figura 27). Este ACP nos facilitdé el procesamiento para identificar
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y evidenciar los cambios espectrales mas significativos durante la diferenciacion; en
nuestro caso, la segunda derivada de los espectros de mESC y CPD en sus diferentes
etapas de diferenciacion, fue utilizada para proporcionar mayor precision al ACP.

Se obtuvieron graficas de puntuacion en las siguientes regiones: region amida | de
proteinas correspondiente a las hélices a (1658-1643 cm™) (Figura 27A), region de
grupos fosfato y carbohidratos correspondiente al glucégeno (1068-1022 cm™) (Figura
27B), y region de &cidos nucleicos correspondiente a fosfato ribosa (1005-975 cm™)
(Figura 27C). Se observa en las graficas de puntuacion de las tres regiones una clara
discriminacion entre datos asociados a mESC con respecto a los de CPD. Ademas de lo
anterior, los datos asociados a CPD en las tres regiones espectrales analizadas pudieron
ser agrupados en trayectorias, cuya magnitud del segundo componente principal
determina la discriminacion en las diferentes etapas del proceso de diferenciacion de
mMmESC a CPD. Esta discriminacién resulta muy evidente en la tercera grafica de
puntuacion correspondiente a la region de fosfato ribosa (1005-975 cm™).

Con los resultados presentados previamente de la caracterizacion genética, fenotipica y
espectroscépica de mESC y CPD, se demuestra la factibilidad y precisién de obtener y
caracterizar células especializadas a partir de SC, con la finalidad de evaluar en trabajos
posteriores su empleo en modelos animales, de manera que se pueda determinar las
caracteristicas y condiciones ideales para proponer terapia celular mediante implante de
células indiferenciadas o diferenciadas a un linaje especifico.

En nuestro caso, se propondra la evaluacion del implante de mESC y CPD en un modelo

murino con Diabetes.
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Figura 27. Gréaficas de puntuacion del Analisis de Componentes Principales en células
madre embrionarias de ratén (mESC) y células pancreaticas diferenciadas (CPD).
Graéficas de puntuacién obtenidas a partir de los espectros FTIR en las diferentes etapas de
diferenciacion (11, 17 y 21 dias), en tres regiones (N=3). A. Hélices a de proteinas. B.
Glucégeno. C. Cadena principal de Fosfato Ribosa.
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H. MODELO DIABETICO MURINO.
Perfil bioquimico sérico normal.
Los resultados de los valores bioquimicos normales de raton, obtenidos en el andlisis del

perfil bioquimico sérico se muestran en la tabla 4.

TABLA 4.
PARAMETROS BIOQUIMICOS SERICOS NORMALES DE RATON NIH

QUIMICA CLINICA DE 6 ELEMENTOS PROMEDIOS = DESV:
EST. (mg/dl)
GLUCOSA 162.5 +22.8
CREATININA 1.0£0.1
UREA 85 +18.8
COLESTEROL 114 + 16.8
TRIGLICERIDOS 113+ 27.4
ACIDO URICO 23%14

Efectos bioquimicos con STZ.

Se inicio la estandarizacion del modelo diabético en ratones NIH a una dosis de 150
mg/Kg, obteniendo una glucemia promedio de 336 + 267 mg/dl con una eficiencia para
inducir DM del 60%.

Posteriormente, se utilizé una dosis de STZ de 175 mg/kg, obteniendo glucemia promedio
de 776 + 94 mg/dl, con una eficiencia del 100% y sin presentar letalidad en los primeros
10 dias postinduccion.

Con lo anterior, podemos resumir en la tabla 5 los niveles de glucemia obtenidos al
estandarizar la dosis de STZ 6ptima para inducir Diabetes en el modelo murino, con una

eficiencia del 100% y una letalidad en los primeros 10 dias de induccién del 0%.
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TABLAS.

ESTANDARIZACION DE LA DOSIS DIABETOGENICA CON ESTREPTOZOTOCINA
VIA INTRAPERITONEAL EN RATONES NIH

GLUCEMIA
(?noli's) n PROMEDIO EF'C('OE;\'C'A LETALIDAD
g/kg + SD (mg/dl) °
150 10 336 + 267 60% 0%
175 10 776 + 94 100% 0%

Respecto a la quimica clinica de 6 elementos, los resultados promedio obtenidos antes y

3 dias después de la administracion de STZ se muestran en la tabla 6.

TABLA 6.

COMPARATIVO DE LA QUIMICA CLINICA DE 6 ELEMENTOS ANTES Y DESPUES DE LA
ADMINISTRACION INTRAPERITONEAL DE STZ EN RATONES NIH

ELEMENTO PROMEDIO DESV. EST.
GLUCOSA 162.5 22.8
GLUCOSA

POSTINYECCION 776.2 94.0

CREATININA 1.0 01
CREATININA
POSTINYECCION 1.0 0.3
BUN 85.2 18.8
BUN
POSTINYECCION 93.6 40.7
ACIDO URICO 23 14
ACIDO URICO

POSTINYECCION /8 1.9

TRIGLICERIDOS 113 27.4

TRIGLICERIDOS

POSTINYECCION 519.2 251

COLESTEROL 114.5 16.8
COLESTEROL
POSTINYECCION 126.8 sl
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Andlisis estadistico.
Se realizd el andlisis estadistico mediante una prueba de t pareada con el programa
SPSS, con la finalidad de correlacionar los resultados de la quimica clinica de 6
elementos y evaluar si hubo cambios significativos tras la induccion del modelo diabético
murino con STZ. Los resultados mostrados en la figura 28 indican que la glucosa y los

triglicéridos fueron estadisticamente significativos (p<0.05).
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Figura 28. Diagrama de caja de la prueba t pareada del andlisis bioquimico de 6
elementos en el modelo diabético murino. Prueba t pareada donde se observa diferencias
significativas en glucosa vy triglicéridos al administrar STZ para la induccién del modelo
diabético murino.
Con los resultados presentados, observamos que la induccion de Diabetes en ratones
NIH utilizando STZ, nos demuestra datos de insuficiencia pancreatica y hepatica
caracterizados por hiperglucemia e hipertrigliceridemia, pardmetros que podran

evaluados bioquimicamente posterior al implante celular de mESC y CPD en futuros

trabajos.
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CAPITULO IV

DISCUSION

La investigacién con SC y las caracteristicas de los diferentes tipos celulares de acuerdo
a su potencialidad, han abierto diversos campos de investigacién en todo el mundo con
la finalidad de obtener una fuente regenerativa o de reemplazo para células y tejidos
dafados por enfermedades o degeneracidn biolégica.

Recientes investigaciones en la Ultima década, se han dirigido a la generacion de células
productoras de insulina utilizando sistemas de cultivo a partir de ESC y EBs®® para
proveer células trasplantables y utiles como herramienta terapéutica en enfermedades
como la Diabetes.

Sin embargo, en nuestro pais existen escasos grupos de investigacion que trabajan con
ESC ya sea para expansion o diferenciacion hacia las 3 lineas germinales, por lo que en
este trabajo propusimos una linea de investigacion utilizando este tipo celular para
diferenciacion a endodermo y posteriormente a células pancredticas diferenciadas
productoras de insulina y glucagén, basandose en protocolos realizados en laboratorios
internacionales® ! pero caracterizando todo el proceso de diferenciacion integralmente
utilizando técnicas moleculares, microscopicas y espectroscopicas.

Basandose en trabajos de Smith y Hooper (1987) y Keira y cols. (2004), se emplearon
MEFs de la linea celular STO, ya que refieren la secrecién de LIF que ayuda a mantener
las caracteristicas esenciales de las ESC de ratdén destacando la pluripotencialidad. De
acuerdo a sus reportes se utilizé para su crecimiento el DMEM suplementado con FBS,
obteniendo resultados similares de expansién al pasar los MEFs cada tercer dia y

observar la morfologia fusiforme tipica del fibroblasto?2.
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Una vez gue se contdé con MEFs para la monocapa celular, fue necesario arrestarlos de
su ciclo celular para lo cual de acuerdo con la patente de Hernandez y cols. (2008) se
empled mitomicina C, corroborando resultados similares al obtener conteos celulares
minimos a los 15 dias de haber expuesto los MEFs a la mitomicina’.

Posteriormente, sobre la monocapa celular de MEFs, se expandieron mESC de acuerdo
al protocolo sugerido por ATCC y técnicas de cultivo similares a las utilizadas por Evans
y Kaufman (1981), obteniendo resultados semejantes publicados por éstos ultimos
observando que las mESC crecieron en colonias y que una colonia de mESC se puede
derivar a partir de una célula madre®®.

Las mESC una vez expandidas, se sometieron al proceso de diferenciacién utilizando
como referencia protocolos sugeridos por Hsun Teresa Ku y cols. (2004) asi como
Lumelsky y cols. (2001). Sin embargo, hubo una diferencia en nuestras condiciones de
cultivo comparada con la de estos autores, consistiendo en la densidad celular sembrada
al inicio del protocolo, ya que sugieren que el cultivo se inicie a una densidad de 5,000
células/ml, lo cual resulté con falta de adherencia de las células a la caja de cultivo, asi
como la union entre ellas mismas y conllevando a la muerte celular en las primeras 24
horas de cultivo, por lo que se decidié aumentar esta densidad celular hasta llegar a una
densidad de 250,000 células/ml, densidad con la cual se logré obtener resultados
similares a los de Hsun Teresa Ku (2004) y otros autores consistentes en la formacion de
grupos tridimensionales dentro de las primeras 48 horas de diferenciacién, los cuales se
han nombrado cuerpos embrionarios®®.

Concordando también con las caracteristicas morfoldgicas descritas por Dvash (2004),
inicialmente los cuerpos embrionarios son paquetes celulares densos que estan

rodeados por una sola capa de células parecidas a las endodérmicas; esta capa llega a
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ser cavitada y adicionalmente se acumula un fluido. El EB cistico resultante es producto
de una diferenciacion espontanea y posteriormente se forma un EB maduro que contiene
diversos tipos celulares’®, como en este trabajo se dirigié su diferenciacion hacia células
pancreaticas.

Con lo anterior se postula al igual que lo reportado por Liu y cols. (2011), que la falta de
union entre las MESC sometidas al proceso de diferenciacién, se debe a la baja densidad
celular la cual provoca que la comunicacion intercelular sea débil, produciendo células
apoptéticas y posterior muerte celular, ya que como mencionan estos autores, las SC
transmiten sefiales a través de su matriz extracelular y al entrar en contacto directo
secretan factores solubles que se concentran localmente?®.

Para la diferenciacion a CPD productoras de insulina y glucagén, se utilizaron factores
especificos de diferenciacion para células  productoras de estas proteinas, basandonos
en estudios de Hsun y cols. (2004) asi como de Liu Ge-Ling y cols (2010), los cuales
utilizaron nicotinamida, exedina-4 y activina B estableciendo tiempos especificos durante
el cultivo de diferenciacion. Con la incorporacion de estos factores se obtuvieron
resultados congruentes a lo reportado por los autores, especificamente la obtencion de
una linea endodérmica y su diferenciacibn a CPD con produccién de proteinas
intracelulares como glucagén e insulina®> 8,

Una vez estandarizados los métodos para cultivo, expansion y diferenciaciéon de mESC
a CPD, se procedio a cuantificar la expresion relativa de cada uno de los transcritos (ppia,
Nanog, SOX2, SOX17, Pdx1, Ins-1, Ins-2 y gcg) comparandolas a los dias 0, 11, 17y 21
de diferenciacién. Primeramente, los marcadores de pluripotencia Nanog y SOX2 se
expresaron en las mESC al dia 0 en su estado indiferenciado al igual que lo que refiere

Takashi y Yamanaka (2006) y Chen y cols. (2008), entre otros; durante la embriogénesis
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temprana, Nanog y SOX2 se encuentran coexpresados en las células pluripotentes de la
morula, la masa celular interna, células del epiblasto y células germinales; sin embargo,
la expresion de pluripotencialidad disminuye cuando las mMESC comienzan a diferenciarse
hasta que pierden su estado de pluripotencia y Nanog es completamente suprimido®3 14
’6, resultados que coinciden con lo observado en este trabajo al dejar de expresarse
Nanog y SOX2 después de iniciar la diferenciacion.

Respecto a la expresion de SOX17 el cual es un determinante endodérmico y en ratones
participa en la organogénesis y formacion del tubo digestivo primitivo que originara el
pancreas, entre algunos otros érganos viscerales’’, observamos que este gen se expreso
desde el dia 0 y tuvo su maxima expresion al dia 11, dejandose de expresar al dia 17;
esto nos hace pensar que una vez que se logro diferenciar un tipo celular especifico, en
este caso CPD, deja de expresarse SOX17, coincidiendo con lo que expresan Young y
cols. en el 2007 sobre las HSC fetales, las cuales expresan este gen; sin embargo, las
HSC neonatales van disminuyendo su expresiéon gradualmente hasta dejar de expresarse
al dia 8 después del nacimiento’®.

De igual forma coincidimos en parte con Teresa Ku (2004), en donde la expresion de
SOX17 en las diferentes lineas celulares de ESC que utilizaron, alcanzaron su maximo
pico de expresion al dia 6 de diferenciacion; nosotros no analizamos la expresion en el
dia 6, pero coincide con la expresién endodérmica referida al dia 11 de diferenciacion y
ademas reportamos la disminucion y desaparicion de la expresién una vez que se
obtienen CPD®.

El siguiente gen que analizamos fue Pdx1, el cual es un factor de transcripcién esencial
para el desarrollo del pancreas, para la diferenciaciéon de células B y para el

mantenimiento de la funcién y regulacion de células B maduras’ €° por lo que al
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expresarse este gen, pudimos comprobar que el resultado en la trayectoria de la
diferenciacion era correcto, ya que sin la expresion de Pdxl, es imposible la
diferenciacion a células pancreéticas, enfatizando la importancia de este gen en la
organogénesis del pancreas. Los resultados analizados de este gen fueron satisfactorios,
ya que al dia 11 de diferenciacion se detectd una mayor expresion que al dia 17, con lo
gue corroboramos la presencia de células pancreaticas progenitoras y/o epitelio
pancreatico temprano, que puede dar lugar a su vez células exocrinas, endocrinas y
ductales. Sin embargo, es de gran importancia mencionar que la expresion de Pdx1 en
nuestra investigacion fue disminuyendo hasta dejar de detectarse, al igual que en el
trabajo realizado por Teresa Ku (2004), en donde la expresion persistio hasta el dia 15
en los EBs. Es decir, la parte temporal de la expresién de este gen en la organogénesis
esta bien entendida, pero recordemos que Pdx1 tiene otra funcién que es regular la
funcion de células B maduras, por lo que, al dejarse de expresar este gen, intuimos que
las células que estamos produciendo podrian ser células pancreaticas tempranas.

Referente a la expresion de los genes Ins-1 e Ins-2, los ratones expresan dos genes de
insulina no alélicos (genes | y 11)8. Ambos genes se expresan en mdltiples sitios durante
el desarrollo del ratén; las neuronas expresan Unicamente insulina ll, el pancreas expresa
ambas insulinas y, el higado fetal y el saco vitelino expresan predominantemente insulina
115, Dado que en el pancreas se expresan los dos genes de insulina, en este trabajo
decidimos analizar la expresion relativa de ambos genes, los cuales se regulan de
manera similar. Estudios en ratas han demostrado que los MRNA de ambas proinsulinas
| y Il estan presentes en el dia 15 o 16 del desarrollo embrionario y aumenta
drasticamente a las 16 semanas después del nacimiento. En el raton, el pancreas se

deriva de dos evaginaciones duodenales (ventral y dorsal) a los dias 9.5 y 10.5 de
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gestacion respectivamente. La evaginacion coalece al dia 11 y la insulina se ha detectado
al dia 11.5. En los estudios realizados por Deltour y cols. (1993) en embriones a los dias
9.5y 10.5, hubo menos mRNA de proinsulina Il que I; al dia 11.5 la diferencia fue menor
y empezando el dia 12.5, se invirtid la proporcion, es decir, hubo mas mRNA de
proinsulina 1l que proinsulina |, como en el pancreas adulto®. De acuerdo al andlisis
genético en este trabajo, la expresion de Ins-1 al dia 17 de diferenciacion fue ligeramente
mayor que Ins-2, pero al dia 21 de diferenciacion, la diferencia fue ain mayor, lo que
podria confirmar al igual que Deltour y cols. (1993), que las células que diferenciamos
son células pancreaticas tempranas, coincidiendo ademas nuestros resultados con los
de Teresa Ku (2004), ya que ella en sus resultados manifiesta que Ins-1 se expreso6 hasta
después de 11 dias de diferenciacion.

Tras la union a su receptor, la insulina induce la dimerizacion del receptor y la activacion
de una cascada de fenomenos: efectos metabdlicos que fomentan el transporte de
glucosa, sintesis de glucdégeno y proteinas, inhibicion de la lipdlisis, proteccién contra la
apoptosis y liberacion de 6xido nitrico®3, por lo que al expresarse estos genes en las
células que se han diferenciado, intuimos que también en ellas se podran llevar a cabo
estas funciones; sin embargo, serd necesario determinar posteriormente que haya
receptores para insulina.

El gen gcg estimula la produccion de glucosa en el higado durante periodos de ayuno
para mantener los niveles de glucosa plasmaética en el estado post-absortivo®. En
trabajos anteriores no fue posible la comprobacion fehaciente de la expresion de gcg vy,
los resultados que se obtuvieron fueron aislados y no reproducibles®. por lo que en este
trabajo obtuvimos pancreas de ratones en ayuno con los cuales se hicieron los analisis

genético y proteico, evidenciando la expresion de este gen desde el dia 17 para aumentar
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considerablemente al final del protocolo de diferenciacién, por lo que deducimos que
nuestras CPD expresan y producen glucagon similar a lo reportado por autores como
Teresa Ku (2004).

Posterior a los ensayos de RT-gPCR, se realizé tincién para inmunofluorescencia en las
MESC y DPC. Se ha informado de que Oct4, SOX2 y Nanog son marcadores tipicos de
pluripotencia que mantienen la pluripotencialidad tanto en embriones tempranos como en
ESC, razén por la cual en este trabajo buscamos la expresion de Nanog y SOX2 en
MESC (dia 0 de diferenciacién), demostrando que nuestros cultivos de ESC expresaron
estas proteinas, lo que confirmé su estado de pluripotencia. Posteriormente, como se
esperaba, estos marcadores de pluripotencia eran indetectables en las CPD al dia 21 de
diferenciacion.

Una vez terminado el protocolo de diferenciacion y referente a la inmunofluorescencia,
nuestros resultados fueron parecidos a lo reportado por Jiang y cols. (2007) al igual que
Chialin Chen y cols. (2011)% 79, los cuales evaluaron la produccién de insulina y glucagéon
a partir del dia 20 de diferenciacion, observando la imnunodeteccion similar a lo reportado
en este trabajo. Cabe mencionar que la produccion de insulina como lo hemos reportado
en otro trabajo, es mayor comparandola con la produccion de glucagon, lo cual no ha sido
especificado en la mayoria de los trabajos reportados, por lo que se puede proponer que
esta diferencia en la produccién de las proteinas se debe a que las células pancreaticas
endocrinas no estan conformadas por un namero equitativo in vivo, y posiblemente esta
tendencia también se manifieste in vitro, como ha sido descrito por diferentes bidlogos
celulares en tratados de histologia (Figura 2)4%: 41, 85,

Ademas es importante destacar, que Chialin y cols. (2011) mediante citometria de flujo

reportan que el cambio en el tamafio de las MESC en comparacion con las CPD no es
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significativo, sin embargo, la complejidad entre ambas células si lo fue, al igual que lo
observado en trabajos anteriores®®, por lo que postulamos que las mMESC poseen
caracteristicas especificas relacionadas a su indiferenciacion como es la baja
complejidad, pero a medida que va aumentando su diferenciacién y con ello su
especializacion en alguna linea celular especifica, la complejidad aumenta de acuerdo al
grado de madurez que logren alcanzar.

Con lo anterior podemos postular que el protocolo de diferenciacion que se desarrollo
utilizando factores de induccion y diferenciacion para células B, produce células
enddcrinas productoras de insulina y glucagoén, a diferencia de lo que enfatizan diversos
trabajos con sistemas de cultivo similares, donde la importancia de sus resultados se
enfoca a mencionar y referir solamente células 3 productoras de insulina, lo cual puede
proponerse como CPD como se establece en este trabajo.

Respecto a las propiedades quimicas y estructurales de las mESC y CPD analizadas
mediante espectroscopia vibracional FTIR, fue posible confirmar la presencia de bandas
de absorcion relacionadas a diversos grupos funcionales caracteristicos de muestras
biolégicas, las cuales se encontraron en el intervalo vibracional de 1900 a 800 cm™.

El espectro FTIR obtenido de mESC fue muy similar al espectro reportado por Cao y cols.
(2013) y Ami y cols. (2008)8 7. Una vez diferenciadas éstas células, se observaron
cambios marcados en las intensidades y frecuencias de las bandas de absorbancia entre
mESC y CPD, particularmente en las bandas de proteinas, hidratos de carbono y acidos
nucleicos, lo que refleja las diferencias estructurales entre estos linajes celulares.
Ademas, de manera muy interesante, estos cambios espectrales fueron también

reportados por Ami y cols. (2008) durante la diferenciacion de ESC por la via de la
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formacion de EBs, lo cual refuerza la obtencién de EBs a partir de mESC mediante
espectroscopia vibracional en este trabajo.

Concordante con algunos estudios de diferenciacion de SC, el alcance y la detectabilidad
local de las variaciones espectrales FTIR claramente son consistentes con el cambio
conformacional de proteinas®® 8, En particular, la absorciéon FTIR del grupo amida de
1700-1500 cm™ puede indicar expresion de nuevas proteinas en las CPD y dar
informacion sobre el contenido total de proteinas en comparacion con las mESC.

Por esta razén, para darle mayor precision a los espectros FTIR, realizamos la segunda
derivada en la regiéon de proteinas amida | de 1700 a 1600 cm™, en la que pudimos
observar durante el proceso de diferenciacién variaciones de la intensidad relativa de los
componentes asociados con la estructura secundaria de las proteinas, tales como
laminas plegadas B, hélices a y giros 3, lo que sugiere que se expresaron proteinas
especificas y hubo un reordenamiento estructural en las CPD lo largo de la diferenciacion.
Comparado con lo reportado por Ami y cols., observamos un aumento y desplazamiento
de la banda correspondiente a las hélices a y una sobreexpresion de las bandas
correspondiente a los giros B, lo que puede sugerir las caracteristicas de un fenotipo
pancreatico. De acuerdo a lo reportado por Oyamada y cols., esta sobreexpresion de
giros B esta relacionada con un aumento de uniones gap durante la diferenciacion de
ESC?®.

Del mismo modo, observamos prominentes cambios en la frecuencia e intensidad de las
bandas a 1238 y 1080 cm™ en las CPD en comparacién con las mESC, que pueden
demostrar una absorcion alterada de la vibracion del anillo de hidratos de carbono, lo que
podria ser asignada a moléculas de azucares de &cidos nucleicos, al contenido

modificado de las moléculas de azucar en las células, tales como la glucosa, o a la
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absorbancia de glucégeno que comienzan a aumentar durante la diferenciacién de
mESC?,

Ademas, se observaron sobresalientes cambios en los espectros FTIR y sus segundas
derivadas en la regiéon de &cidos nucleicos de 1100 a 850 cm™. Estas variaciones en la
intensidad y frecuencia durante el proceso de diferenciacién, también pueden indicar
cambios en el contenido del RNA debido a la sobre regulacion a baja regulacion de genes
a lo largo del proceso de diferenciacién o, sugerir que el interruptor transcripcional del
genoma comenzo a lo largo de la diferenciacion®.

Referente al analisis de la segunda derivada en la region de los acidos nucleicos de 1100-
850 cm™, se observd un incremento significativo en la intensidad de las bandas asociadas
con los hidratos de carbono (1030-1080 cm™) en las CPD comparado con las mESC,
probablemente debido a que la autorenovacién en las ESC se ve reforzada por la
inhibicién parcial de la glucégeno sintasa quinasa-3 (Gsk3), y cuando las ESC pierden su
estado de indiferenciacion, se activa la Gsk3 y aumentan los niveles de glucégeno en las
células diferenciadas®’.

Respecto a las huellas espectrales del RNA y DNA contenidos en las mESC, observamos
cambios a lo largo del proceso de diferenciacion, y similar a Ami y cols., las bandas
correspondientes al modo del anillo de ribosa (914 cm™) y al modo de la cadena principa
de fosfato de ribosa (992 cm?) de las mESC disminuyeron durante la diferenciacion,
posiblemente debido a que la PolyADP-ribosa (pADPr) contribuye al control de
autorenovacion de células madre y a la localizacion de ovocitos regulando de la traslacion
de DE-cadherina®?, por lo que es normal encontrar altos contenidos de ribosa en las

mESC.
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De la misma manera, durante el proceso de diferenciacion observamos un incremento y
desplazamiento de la banda 966 cm™ hacia 986 cm1, posiblemente debido a la aparicién
de una nueva banda que podria ser asignada a RNA como reportan Ami y cols. (2008) y
Banyay y cols. (2003); asi mismo, apreciamos en la CPD al final del protocolo de
diferenciacion la presencia de un nuevo componente a 899 cm, que puede ser asignado
a un modo vibracional de A-DNA, lo que indica que también puede comenzar a estar
presente DNA/RNA hibridos®”: %3, Estos cambios espectrales pueden indicar la traducciéon
del mRNA y expresion de proteinas especificas, lo que refleja la aparicién de un nuevo
fenotipo segun con el analisis de proteinas.

Similar a otros estudios, como los reportados por Amiy cols. (2008) y Cao y cols. (2013)2¢
87 los espectros FTIR obtenidos en este trabajo de ESC y CPD fueron complejos, pero
el uso del analisis multivariado facilitd el procesamiento para identificar y evidenciar los
cambios espectrales mas significativos durante la diferenciacion; en nuestro caso, la
segunda derivada de los espectros de mESC y CPD, fue utilizada para proporcionar
mayor precision al ACP debido a que es aun mas sensible que los espectros FTIR crudos.
Este ACP es una técnica estadistica de sintesis de la informacion o reduccion de
dimension (nimero de variables), es decir, ante un banco de datos con muchas variables
como las obtenidas mediante los espectros FTIR de muestras biologicas, el objetivo es
reducirlas a un menor nimero perdiendo la menor cantidad de informacion posible
buscando combinaciones lineales de las variables originales que representan lo mejor
posible la variabilidad presente en los datos. De este modo, con unas pocas
combinaciones lineales, que son los componentes principales, seria suficiente para

entender la informacién contenida en los datos. Al mismo tiempo, la forma en que se
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construyen los componentes (graficas de puntuacion), sirve para entender la estructura
de correlacion inherente a los datos.

Realizando el ACP, pudimos observar en el primer componente principal para las tres
regiones exploradas, una clara discriminacion entre mESC y CPD, evidenciando el
cambio bioquimico y estructural que sufren las SC al ser diferenciadas, resultados que
han sido reportados por diversos autores y nuestro grupo de investigacion mediante
técnicas moleculares o fenotipicas durante la diferenciacion dirigida de ESC®5 70. 85, 87,94,
95_

Respecto al segundo componente principal en las primera y segunda regiones (proteinas
y carbohidratos), este analisis nos posibilité discriminar la primera fase de diferenciacion
(dia 11), en la cual como se menciond anteriormente, se ha reportado la expresion de
nuevas proteinas relacionado con el aumento en la complejidad celular y en el contenido
proteico, asi como el aumento de las moléculas de azucar por el metabolismo de los
carbohidratos como el glucégeno durante la diferenciacion de ESC8 87.%0, Ademas, esta
segunda regién analizada correspondiente al glucégeno, refuerza mediante ACP lo
reportado por Walsh y cols., quienes mencionan que este intervalo espectral, constituye
un buen indicador de las alteraciones en la estructura secundaria del DNA y lo destacan
como una region fundamental para el proceso de diferenciacién®.

Por dltimo, el segundo componente principal en la tercera region (fosfato ribosa), es el
gue nos permitié discriminar efectivamente todo el proceso de diferenciacion (dias 11, 17
y 21) y esté relacionado con cambios en el contenido de RNA debido a una sobre o baja
regulacion de los genes y a la activacion transcripcional que se lleva a cabo durante la

diferenciacion de SC#,
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La aplicacion de esta metodologia puede ser til para caracterizar SC y su proceso de
diferenciacion a diversos linajes celulares en tiempos cortos, aunque se necesitan otros
ensayos para caracterizar y discriminar células diferenciadas altamente especializadas.
Por otro lado, en lo que se refiere al modelo diabético murino con STZ, inducimos
diabetes con una dosis de 175 mg/kg en nuestros ratones NIH, resultado similar a los
reportado por Ventura-Sobrevilla y cols. en el 2011, los cuales establecen que una dosis
Unica en ratos machos entre 130 o 150 mg/kg de STZ, es capaz de inducir diabetes
similar al tipo 1. Sin embargo, nosotros con la dosis de 150 mg/kg obtuvimos 60% de los
individuos diabéticos sin presentar mortalidad, pero al aumentarla a 175 mg/kg,
inducimos al 100% con una letalidad posterior a los 10 dias posinduccion, a diferencia de
lo que refiere Ventura-Sobrevilla (2011), de una sobrevivencia con diabetes hasta por 21,
lo cual tiene que ser considerado para evaluar los efectos bioquimicos e histolégicos en
futuros modelos diabéticos que seran tratados con terapia celular®?.

Otro resultado a considerar en futuras evaluaciones clinicas en modelos animales
posterior a ser tratados con implantes de ESC o CPD, es la funcién hepatica y lipidica,
ya que como observamos en nuestros resultados, el modelo diabético presenté
hipertrigliceridemia y elevacion del &cido Urico sérico, resultado similar a lo reportado por
Kunjathoor y cols. (1996), los cuales establecen que la diabetes inducida por STZ esta
acompafada de aumento de triglicéridos con progresion crénica de ateroesclerosis®®.
Es necesario seguir investigando protocolos de expansion, diferenciacion e implante
celular en modelos animales y posteriormente en humanos, para poder determinar
biodistribucién, dosis a emplear, nimero de células entre otras cuestiones.

Finalmente, es importante considerar la importancia del empleo de células madre para

su implantacion y diferenciacion a linajes especializados para opciones terapéuticas de
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diversas enfermedades de impacto mundial e institucional, y proponer con
investigaciones formales y divulgacion cientifica, el cambio en el paradigma de la salud,
ya que como se ha visto en las dltimas décadas, la demanda se esta viendo superada
por el crecimiento exponencial de la poblacién, aunado al aumento en la longevidad de
los pacientes y, lamentablemente, la mayoria de los tratamiento actuales para la medicina
curativa, son sintomaticos y no evitan el deterioro acelerado ni consideran la posibilidad
de un aumento en la funcionalidad, ya sea aumentando la respuesta autoregenerativa del
organismo o el uso de terapia celular para promover la regeneracion. Es por esto, que en
los ultimos afios estd emergiendo una nueva especialidad médica a considerarse en poco

tiempo en nuestros sistemas de salud, la cual se denomina “Medicina Regenerativa”.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Se diferenciaron células pancreaticas a partir de mESC, las cuales cursaron las etapas
cronoldgicas del desarrollo pancreéatico embrionario durante el proceso de diferenciacion,
ya que se obtuvieron células endodérmicas al dia 11 que expresaron SOX17 y Pdx1,
precursores pre-pancreaticos al dia 17 que expresaron SOX17, Ins-1, Ins-2 y gcg, Y
finalmente, células pancreaticas diferenciadas al dia 21 que expresaron los genes y

proteinas de insulina y glucagon especificos del pancreas adulto.

El comportamiento espectral observado por FTIR, proporciona un nuevo parametro
biofisico basado en marcadores moleculares que indican el proceso de diferenciacion de

MESC a células pancredticas.

La espectroscopia FTIR y el ACP, permiten caracterizar bioquimica y estructuralmente
SC y su diferenciacion a células especializadas, demostrando cambios en la estructura
secundaria de las proteinas, aumento de las moléculas fosforiladas y modificaciones en
las bandas de &cidos nucleicos durante el proceso de diferenciacion, acorde con lo

obtenido en los andlisis genético y fenotipico.

Los resultados infieren viabilidad técnica para proponer la espectroscopia FTIR y su ACP
como técnicas no invasivas, rapidas y eficientes para caracterizar un proceso de

diferenciacion celular.
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La administracion intraperitoneal de STZ a dosis de 175 mg/kg en ratones NIH, es efectiva
para inducir Diabetes en el 100% de la poblacién sin presentar letalidad en los primeros

10 dias.

110



CAPITULO VI

PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Analizar la similitud entre células pancreaticas diferenciadas y células pancreaticas de
ratbn mediante micro-espectroscopia vibracional FTIR y anadlisis multivariado,

determinando las caracteristicas espectroscopicas precisas de los islotes de Langerhans.

Evaluar si las células pancreaticas diferenciadas marcadas con nanoparticulas de diéxido
de titanio (TiO2 NPs) se incorporan al tejido pancreatico mediante analisis histopatoldgico

y micro-espectroscoépico FTIR.

Comparar cortes histopatologicos pancreéticos con microscopia de campo claro y micro-

espectroscopia vibracional FTIR para evaluar el proceso regenerativo y localizacion de

células pancreéticas diferenciadas marcadas con TiO2 NPs.
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Some of the greatest challenges in stem cells (SCs) biology and regenerative medicine are differentiation control of SCs and ensuring
the purity of diferentiated cells. In this work, we differentisted mouse pluripotent stem cells (mPSCs) toward pancreatic cells
characterizing this diferentiation process by molecular and spectroscopic technics. Both mPSCs and Differentiated Pancreatic
Cells (DPCs) were subjected to a genetic, phenotypic, and biochemical analysis by real-time quantitative PCR (RT-gPCR),
immunocytochemistry, and Fourier Transform Infrared (FTIR) spectroscopy. Cultured mPCSs expressed pluripotent genes and
proteins (Nanog and SOX2). DPCs expressed endodermal genes (SOX17 and Pdx!} at day 11, an inductor gene of embryonic pancreas
development {Pdx) at day 17 and pancreas genes and proteins (Insulin and Glucagon) at day 21 of differentiation. Likewise, FTIR
spectra of mPSCs and DPCs at different maturation stages (11, 17, and 21 days) were obtained and showed absorption bands related
with different types of biomolecules. These FTIR spectra exhibited significant spectral changes agreeing with the differentiation
process, particularly in proteins and nucleic acids bands. In conclusion, the obtained DPCs passed through the chronological stages
of embryonic pancreas development and FTIR spectra provide a new biophysical parameter based on molecular markers indicating
the differentiation process of mPSCs to specialized cells.

1. Introduction

Currently, world healthcare system is being overwhelmed by
the increase in average life expectancy worldwide, leading
to increase in the prevalence of several chronic degenerative
diseases as well as their complications. Unfortunately, actual
treatment options for most of these diseases do not slow any
further deterioration or restore the function; rather they only
treat the symptoms or partially replace the function, accumu-
lating comorbidities and the consequent health deterioration.

Current stem cells (5Cs) researches have opened new
possibilities for the treatment of chronic diseases, and cell
therapy now stands at the front-line of regenerative medicine
and tissue engineering [1]. 5Cs can be used to improve health-
care, augmenting the regenerative potential of the body or for
the development of new therapies [2].

An essential property of SCs is their potentiality, which
refers to their capability to differentiate into different cell
lineages under cerfain culture conditions. According to their
origin and differentiation potential, SCs are classified as

112



m REVISTA MEXICANA DE
ARTICULO DE INVESTIGACION - EDICION ESPECIAL CNIB 2016 I b

Biomeédica —

Vol.38 | No. 1| ENERO - ABRIL 2017 | pp 225-234

dx.doi.org/10.17488/RMIB.38.1.17

Componentes Principales mediante Espectroscopia FTIR como Técnica de
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RESUMEN

Dos de los grandes retos en la biologia de las Células Madre (CM) y la Medicina Regenerativa, son el control en la
diferenciacion de estas células y asegurar la pureza de las células diferenciadas, por lo que es necesario contar con
técnicas rapidas, eficientes y precisas para la caracterizacion de CM y su diferenciacion a diferentes linajes celula-
res. El objetivo de este trabajo fue analizar Células Madre Pluripotentes (CMP) y Células Pancreaticas Diferenciadas
(CPD) mediante espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) y Analisis de Componentes Principa-
les (ACP). Para ello se diferenciaron CMP a CPD, caracterizando el proceso de diferenciacion alos dias 0, 11, 17y 21
mediante microscopia optica y espectroscopia vibracional. Los espectros FTIR se analizaron con el método multi-
variado de ACP, utilizando su segunda derivada en las regiones de proteinas, carbohidratos y ribosas. Los resultados
indican que el ACP permite caracterizar y discriminar CMP y CPD en sus diferentes etapas de diferenciacion en las
regiones espectrales analizadas. Con lo anterior concluimos que el ACP permite caracterizar quimica y estructural-
mente CMP y diferentes etapas de su diferenciacion en una forma rapida, precisa y no invasiva.

PALABRAS CLAVE: Células Madre pluripotentes, Diferenciacion, Espectroscopia FTIR, Componentes Principales.
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spectroscopic analysis during the differentiation
of kidney cells from pluripotent stem cells

Monica Maribel Mata-Miranda'?, Gustavo Jesus Vazquez-Zapien'?, Marlon Rojas-Lopez',
Virginia Sanchez-Monroy*, David Guillermo Perez-Ishiwara* and Raul Jacobo Delgado-Macuil'

Abstract

Background: Kidney diseases are a global health problem. Currently, over 2 million people require dialysis or trans-
plant which are associated with high morbidity and mortality; therefore, new researches focused on regenerative
medicine have been developed, including the use of stem cells.

Results: In this research, we generate differentiated kidney cells (DKCs) from mouse pluripotent stem cells (mPSCs)
analyzing their morphological, genetic, phenotypic, and spectroscopic characteristics along differentiation, highlight-
ing that there are no reports of the use of Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy to characterize the directed
differentiation of mPSCs to DKCs. The genetic and protein experiments proved the obtention of DKCs that passed
through the chronological stages of embryonic kidney development. Regarding vibrational spectroscopy analysis

by FTIR, bands related with biomolecules were shown on mPSCs and DKCs spectra, observing distinct differences
between cell lineages and maturation stages. The second derivative of DKCs spectra showed changes in the protein
bands compared to mPSCs. Finally, the principal components analysis obtained from FTIR spectra allowed to charac-
terize chemical and structurally mPSCs and their differentiation process to DKCs in a rapid and non-invasive way.

Conclusion: Our results indicated that we obtained DKCs from mPSCs, which passed through the chronological
stages of embryonic kidney development. Moreover, FTIR spectroscopy resulted in a non-invasive, rapid and precise
technic that together with principal component analysis allows to characterize chemical and structurally both kind of
cells and also discriminate and determine different stages along the cell differentiation process.

Keywords: Pluripotent stem cells, Differentiated kidney cells, Vibrational spectroscopy, Fourier transform infrared,

Principal components analysis

Background

Kidney diseases are a global public health problem,
worldwide mortality rates between 50 and 80%. Cur-
rently, the leading cause of end-stage renal failure is
diabetes [1, 2]. Over 2 million people now require renal
replacement therapy, but this likely represents less than
10% of those who need [3, 4]. When a sufficiently exten-
sive chronic renal injury occurs, whatever the cause,
kidney function progressively declines until reaching
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terminal renal failure with no treatment capable of
reversing the process [5].

The kidney performs essential physiological functions
such as the excretion of metabolic waste products and,
homeostatic and synthesis functions. However, some of
these roles are not compensated by current replacement
therapy [5, 6].

Available treatments include replacement function by
dialysis or transplant, but unfortunately, these therapies
are associated with a high morbidity and mortality, and
kidney transplantation is limited by the shortage of donor
organs, immune rejection and lifelong treatment with
immunosuppressive [3].

© The Author(s) 2017. This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0 International License
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium,
provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons license,
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Abstract: Kidney diseases are a public health problem worldwide. Available therapies include func-
tion replacement by dialysis or transplant, which are associated with a high morbidity and mortality.
Likewise, none of these treatments compensate all kidney functions. There is a great concern in devel-
oping more effective therapies with the ability to replace the wide range of renal functions, so that, new
studies on developing therapeutic strategies have focused on regenerative medicine. The aim of this
paper is to review the new advances in regenerative medicine for renal failure treatment. Regenerative
medicine comprises two therapeutic strategies: cell therapy and tissue engineering. Cell therapy tech-
niques depend on cell and tissue cultures, with the aim to replace morphological structures, tissues, and
functions. The main strategic strength of cell therapy in renal failure is the incorporation of additional
cells in a damaged kidney, for which purpose different kind of Stem Cells (SCs) have been used such
as Embryonic SCs, induced Pluripotent SCs, Multipotent SCs, Renal SCs, or drugs that increase sur-
vival and mobilization of SCs. Tissue engineering complements cell therapy combining techniques of
biological sciences and engineering to create structures and devices as scaffolds, matrices or 3D bio-
compatible materials. Even though there is a significant advance in regenerative medicine strategies,
we are far from using any of its techniques on health institutions, due to it is necessary to evaluate side
effects, biodistribution, dosage, type of administration, vehicle of cell therapy, as well as the evaluation

of response time and long-term studies, among other studies.

Keywords: Renal failure, regenerative medicine, cell therapy, tissue engineering.

INTRODUCTION

Kidney diseases are a global public health problem, caus-
ing devastating consequences in society. Globally, the mor-
tality rate is between 50% and 80%, and more than 2 million
people receive renal replacement therapy, but this probably
represents less than 10% of those who need it [1, 2]. There is
an increase in this epidemiologic tendency correlated with
the rise of longevity and the conditions that cause renal com-
plications such as cardiovascular disease, arterial hyperten-
sion and diabetes [3].

Usually, Renal Failure (RF) is divided into acute and
chronic, and these stages cover a broad range of etiologies.
When elevated blood urea nitrogen (BUN) or alterations in
the urinary parameters are developed in hours or days, it is
an acute process; on the other hand, if renal disease signs are
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prolonged up to several weeks, it represents a progressive
process (subacute) and finally, when it is extended up to
months or years it will take a chronic course and can be as-
sociated with acute exacerbations [4].

The kidney performs essential physiological functions
such as excretion of metabolic waste, homeostatic functions,
glutathione synthesis, ammoniagenesis, hormones and grow-
ing factors catabolism, immunologic regulation, as well as
the production and regulation of multiple inflammation cyto-
kines [5]. Although most kidney diseases do not have symp-
toms until later in their course, some of the physiological
affectations above mentioned may cause nausea, vomiting,
dyspnea, edema, muscle cramps, lack of appetite, dysuria,
poor concentration, sleep disturbance, and constipation [6].

Available therapies for RF are the replacement of func-
tion with dialysis or transplant, but unfortunately, dialysis is
associated with an elevated morbidity and mortality, and
despite the progress in kidney transplant, the lack of organ
donors limits the treatment, besides the immune rejection
and the need for lifelong immunosuppressive therapy [7, 8].

© 2017 Bentham Science Publishers
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Histologic and spectroscopic study of pluripotent
stem cells after implant in ocular traumatic
injuries in a murine model
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Abstract

Introduction: Ocular trauma is defined as a trauma caused by blunt or penetrating mechanisms on the eyeball
and its peripheral structures, causing damage with different degrees of affection with temporary or permanent
visual function compromise. Ocular trauma is a major cause of preventable blindness worldwide; it constitutes 7%
of all corporal injury and 10% to 15% of all eye diseases. Regenerative medicine research has opened up the
possibility to use stem cells as a source of cell replacement, so that experimental studies on embryonic stem cells
and bone marrow stem cells have been carried out. In this study, we analyzed the histopathological and
spectroscopic changes in ocular tissue with trauma, treated with mouse pluripotent stem cells.

Methods: Firstly, mouse embryonic stem cells were seeded. Subsequently, the obtained cells were implanted in a
murine model of scleral and retinal damage at the first, second, and fourth weeks post-trauma. At week 12 post-trauma,
the eyes were enucleated for histopathologic study (inflammatory response and histological integrity) and spectroscopic
analysis by Fourier transform infrared spectroscopy in the attenuated total reflection configuration. Data were analyzed
by one-way analysis of variance.

Results: Histopathological results showed that the experimental groups treated with stem cells presented a decrease in
the inflammatory response, and the histological integrity was restored, which contrasted with the experimental group
treated with saline solution. Moreover, in the spectroscopic analysis, characteristic bands of biological samples were
observed in all tissues, highlighting in healthy tissues the presence of C =0 bond at 1,745 cm™', which was not
observed in the injured and treated tissues. Also, the absorption spectrum of the tissues treated with embryonic stem
cells showed bands whose intensity was high at around 1,080 to 1,070 cm’™. It has been reported that these bands are
characteristic of pluripotent stem cells.

Conclusions: The implant of embryonic stem cells could be a useful therapeutic treatment after traumatic eye injuries
or many other eye diseases to reduce the inflammatory response and restore histological integrity. Furthermore, the
spectroscopic technique could be used as a complementary technique for detecting stem cell incorporation into
various tissues.
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Abstract Articular cartilage is an avascular and aneu-
ral tissue with limited capacity for regeneration. On large
articular lesions, it is recommended to wse regenarative
medicine strategies, like autologous chondrocyte implan-
tation. There is a concern about morphological changes
that chendrocytes suffer once they have been isolated and
cultured. Due to the fact that there is little evidence that
compares articular cartilage chondrocytes with cultured
chondrocytes, in this research we proposaed to obtain chon-
drocytes from human articular cartilage, compare them
with themselves once they have been cultured and charac-
terize them through genetic, phenotypic and morphological
analysis. Knee articular cartilape samples of 10 mm were
obtained, and each sample was divided into two fragments;
a portion was used to determine pene exprassion, and from
the other portion, chondrocytes were oblained by enzy-
matic disaggregation, in order to be cultured and expanded
in vitro. Subsequently, morphological, genetic and phe-
notypic characteristics were compared between in situ
(articular cartilage) and cultured chondrocytes. Obtained
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cultured chondrocytes were rounded in shape, possess-
ing a large nuclens with condensed chromatin and a clear
cytoplasm; histological appearance was quite similar to
typical chondrocyte. The expression levels of COL2A7 and
COLIOAT genes were higher in cultured chondrocytes than
in situ chondrocytes; moreover, the expression of COLIAT
was almost undetectable on cultured chondrocytes; like-
wise, COL2 and 50OX% proteins were detected by immu-
nofluorescence. We concludad that chondrocytes derived
from adult human cartilage cultured for 21 days do not
tend to dedifferentiate, maintaining their capacity to pro-
duce matrix and also retaining their synthesis capacity and
morphology.

Keywords Culwred chondrocytes - Articular injuries -
Characterized chondrocytes

Introduction

Cartilage damage is a relatively common type of injury
seen in today's clinical orthopedic practice. Articular carti-
lage is an avascular and aneural tissue with a limited capac-
ity of repeneration, promoting its deterioration and conse-
quently, the development and progression to osteocarthritis
(0A) (Zhang et al. 2014).

04 is the most common chronic condition of the joints,
affecting approximately 27 million of adults in USA during
2005, and definitely, it has an impact on society and health
institutions because it represents a high cost in healthcare
resources and diminishes patient’s quality of life. Accord-
ing to some investigations, it is estimated that the expanses
overpass 89 billion dollars per vear (Esser and Bailey
2011).
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PALABRAS CLAVE Resumen Las lesiones del cartilago articular son una de las principales causas de atencién
Lesidn articular; en los sistemas de salud v se han comvertido en un problema real de saled pablica, especial-
Condrocitos; mente en paises en los cuales [a esperanza de vida y, consecuentementa, la patologia articular
Implante han incrementado. El cartilago articular es un tejide altamente especlalizado que proporciona

una superficle de union en el extremo final de las articulaciones de los huesos que forman el
cartilago. EL anlco tipo celular del cartilago articular es el condrocito, el cual es una célula
altamente diferenciada que tiene capacidad limitada de proliferacion y migracion, ademas de
carecer de aporte sanguineo, telido nervioso y vasos linfaticos, lo que condiciona un bajo poten-
clal de reparacion. Las lesiones de cartilago articular generalmente conducen a degeneracion
progrestva de las articulaciones. A pesar de los grandes avances en clenclas basicas, ingenieria
genética y de tefidos, estas lesiones siguen siendo un problema complelo va que enla actualidad
nao existe ningan tratamiento que garantice plenamente resultados satisfactorios en el paciente
a medio v largo plazos. El implante de condrocttos autBlogos (ICA) es una opcibn terapéutica
prometedora y eficaz para el manejo de lestones del cartilago hialino, con buenos y, princl-
palmente, duraderos resultades funcionales en el momente de compararlo con otras opcicnes
terapeuticas. La obtencidn y expansion de condrocitos humanos son procedimientos iniclales
para el posterior ICA, lo cual proveeria de una fuente de reemplazo articular y regenerativa
que evitaria la incapacidad de pacientes con lesiones condrales.

Nivel de evidencia climica: Nwel IV

© 25 Socledad Colomblana de Ortopedia y Traumatologia. Publicado por Elsevier Espaha,
5.L.U. Todos los derechos reservados.
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Efecto del Resveratrol sobre la Actividad Mitocondrial en Adipocitos Madures Diferenciados
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Effact of resveratrel on mutochondnial activity in differentiated matwe adipocytes. Ine J. Morphol, 33(3):1085-1092, 20135,

SUMMARY: Obesity has reached epidemir proportions, the World Health Organization (WHO) estimates that there are more than
1,000 pullion cverweight adults world-wide. Furthermere, obesity 15 characterized as an overgrowth of white adipose tissue as a result of
adipocyte hypertrophy and byperplasia. Mitochondna is considered the sowrce of energy within the adipocyte, since it contains the molecular
machinery, and it 15 imvohved in a large number of metabolic pathways, besidas the transformation of chemical energy mto adenesme tiphosphate.
Mitochondria shortage and adipocyte dysfunetion result in an excessive aceumulation of triacylglycerel in the eytoplasm, which determunes an
imbalance between energy production and enerzy expendihwe Fesveratrol (R5V) 15 a polypheno] found m different plants and its effects have
been assorated with mutochendnial biogenesis. An adipogenesis invitre model (3T3-L1 preadipocytes)was used, and these cells were differentiated
mto mature adipocytes. Subsequently the effect of RSV on the adipocytes morphelogy, the lipid content and mitochondrial activity was evaluated
using micrescopic and flow cytometry techmiques. The effect of RSV on differentizted mature adipocytes, was characterized by the decrease n
Lipid content and the consequently declination of the mutochondniial activity. 3T3-L1 preadipocytes retained the differechation abality until
passage 18. The B8V at doses of 23 and 50 pM for 48 hours in differentiated mature adipocytes promoted the decreased in lipid content probably
due to an increase in mitechondrial activity m the early howrs of RSV exposure, causing the consequently declination of mitochondrial activity
at the end of 48 howrs.

EEY WORDS: Preadipocytes; Differentiated mature adipocyte; Alitochondrial activity; Resveratrol.

INTRODUCTION

Obesity 15 defined as body mass index greater than
30 kg/m’, and it 1s beconung a major health problem m the
world. Obesity has taken epidemic global dimensions; the
World Health Organization estimates that there are more
than 1,000 million overweight adults, of these about 300
million are obese (Kopelman 2007). Social change and
nutrition transition have turned obesity into a global
epidemic.

Economic development, modernization,
urbanization and globalization of food markets, are some
of the elements that have contributed to the epidemic of
obesity, besides the significant decrease in the physical
activity, which 15 asseciated with the increased use of
automated transport, the use of technelogy at home, among
others (WHO, 2013).

Obesity 15 associated with premature death through the
increased risk of many chronic diseases, including type 2
diabetes mellitus (DM2), cardicvascular disease and certain
cancers, besides being related with respiratory distress
syndrome, chromic musculoskeletal problems, skan diseases
and infertility. Obesity 15 characterized as an overgrowth
of white adipose tissue as a result of adipocyte hypertrophy
and hyperplasia (Guh et al., 2009). There are two kinds of
human adipose tissue, white adipose tissue (WAT) and
brown adipose tissue (BAT). The most abundant is the WAT,
the same that is distributed throughout the body, it has the
ability to expand massively, and it is a heterogeneous tissue
since it contains diverse cell types, mostly white adipocyte.
These adipocytes are surrounded by fibroblasts, endothelial
cells, immmune cells and nerves (Cristancho & Lazar, 2011).
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Eficacia en la cicatrizacion de lesiones retinianas traumaticas al
implantar células madre pluripotentes de raton. Modelo
experimental en ratas
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RESUMEN

Ohjetive. Determunar la eficacia en la cicatrizacion del implante
de celulas madre pluripotentes de raton en un medelo nmarino con
lesidn retiniana traumtica.

Material ¥ métodos. Se cultivaron células madre embrionarias
de raton; postericrmente se implementd m modelo en rata con
retinotomia con trocar de 27G. Se utilizaron cuatro grupos, cada
une con diez ratas Ratnis norvegicu (40 ojos). Los grupos se trata-
ron como sigue: Grupo Control no recibid tratamiento, Grupo 1
recibié 0.023 mL intravitreo de solucidn salina balanceada, Grupo
2 se le implantaren 20,000 células intravitreas v Grupo 3 recibio
50,000 celulas mtravitreas re suspendidas en 0.023 mL de sclucion
salina balanceada; se trataron a la primera, segunda y cuarta sema-
nas posterior a la retinotomia. Tres meses después de la lesion se
sometieron a estudio histopatologico.

Resultados. En tedos los grupos se valord histolégicamente la
respuesta inflamatoria e integridad anatémica, encontrando en el
Grupo Contrel y Grupo 1 inflamacién y alteracidn anatdmica mo-
derada, mientras que en los Grupes 2 v 3 la inflamacidn fue de
escasa a mila, restaurandose la integridad anatomica.

Conclusiones. El implante de células madre embrionarias de
raton es eficaz para una mejor cicatnizacion de lesiones retimanas
traumdticas al reducir la respuesta inflamatoria y restaurar la mte-
eridad amatomica.

Palabras clave: Células madre; retina; lesion refiniana.

Efficacy in healing traumaiic refinal lestens In implanting
mouse pluripotent stam cells. Experimental rat model

SUAMMARY

Objective. To determine the efficiency of the cicamzation af-
ter mplanting mouse plunpotent stem cells in a murine model with
a retinal injury.

Material and methods, Mouse embryome stem cells were
cultured; later on a rat model with retinotemy was mplemented
using a 276 trocar. 4 experimental groups were studied, each one
contaiming 10 rats Rartus norvegicu (40 eves). The groups received
different treatments in a intravitreal way as follows: control group
did not received any treatment, Group 1 received 0.025 mL of
balanced salt selution, Group 2 received 20,000 cells resuspended
in 0.025 mL of balanced salt solution and Group 3 received 30,000
cells resuspended in 0.025 mL of balanced salt solution. All the
groups received the treatment at the first, second and fourth weeks
after the retinotomy. Three months after the retinal injury and
histopathological study was done.

Results. The inflammatory response and histological integmity
were studied in all the groups. The findings were as follows: Con-
trol Group and Group 1 showed moderate inflammation and ana-
tomical changes, moreover Groups 2 and 3 showed a low or oull
inflammation and the anatemical integmity was restored.

Conclusions. Intravitreal mmplantation of Mouse embryonic
stem cells is effective for better cicatrization of traumatic retinal
injuries in order to reduce the inflammatory response and the ana-
tomical changes.

Key words: Stem cells; retina; retinal injury.
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Investigacion basica con células
madre pluripotentes en la Escuela Médico Militar

Mayor M.C. Moxzica Martbel Mata-Aliranda,*
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RESUMEN

El extiio y uso de las cddilas madre (SC, del mglés stemcells)
en b teruges de reemplace ocluler, ha etablecado us gran paso &
o rusve e on lasadicne. Sa la Genca sén achs vido
ssperads por Eferenies dmbitos & 1 bors de docidir el higar y ¢l
Somenlo en que cata necy s alermaEve se baga realidad

Lat S5C som edulas inmuades s, sstorrenovables y capaces de
gomerne uno © mis Epos de edlulis Sfarencisdas y 3¢ clasifican
de acuerdo cos u polencal de diferesciscidn e olpolensis-
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las mudre mesenguamales (MSC) yu e ban uslinedo pars redasne
edlules henuopoyétice dende hace sk de 50 afiox, poro Jos rlpi-
diow adelsenicn en la invedigasifn ban plesteado la poriilided de
sty Otk tipos de oflalas sadre pars ¢ roomplazo oolular y lise-
lar, como oy ofhiles made enbeonaris (ESC) pleripotenio en
disdveies ssellEus (DM)

En loa Lsborstonion de Investigaciin de la Bacucla Médico M-
Titer (EMM), reciemiomente se incienn trahagos de Investi gacifa
Biowca paca |x ceniorizecifn y etandeizacidn de cultivos celds-
rexde BSC de ratén y s diforenciaciis & ciiules puncrekScn tos-

prano.

El ebrjetivo de axie seticulo ox difissdir los generalidaden y api-
cacicnes de Lo SC, e comio L IrvesSgacidn Bloscs que se resies
en ol Instinilo Arsado con exter ofulax
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SUMMARY

The study and e of sices ecils (SC) i cell replisccssent thers-
Py areaciling & greal dranalion for 8 new madicise ora. However,
Effereni Hickds have overtdken scicnce o The tisse 1o decide where
and when thit new allcrssdive will cosse & reality.

The SC are isseratisre celly, self-rencwable sad capuble o gese-
e coe O more Types of dfferentisted cell, sooceding 1o their
dafferenlistion cxpacity they dn-ﬁnla tatipolentil, phiripo-
uﬂudupuud
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of Esccod, demagod or defective liswie,

Meienchysal e cells (MSC) have bom el o sesteee he-
matopoictic cells for over 50 yours, but fhe advances in
rescarch, Bave reised the posilality o we another type of SC for
cell snd Smue replacement, s embrymic SC (ESC) i disbetes
escllitus (DM).

It the Research Laborstary of Exceels Médion Milier (EMM),
reom(ly somse buode rescarch have been instiatad for the charscieori-
2aticn and stasderdization of ESC celures, and ther &fe-

The purpese of this article & lospresd (he generadilios snd sppli-
caticas of SC, and the bawe rewsrch fiud i done i the Anned
Forces lestitige with (hes oclia
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FTIR-DPC from PSC-ETIR spectroscopic and molecnlar analysis of differentiated pancreatic cells
from pluripotent stem cells

i beid Yaogeed Lo
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n smeential property of stem cells (50x) is the potentiabity, which refems bo thedr capability o differentiabe inio: diiferent

cell bneages under cerlain culture conditions. Two of the greatest challenges tn SCs biokogy and regenerative medidne
are differentiation comtrold of 505 and Lo enmere the purity of differentizted cells In this work, mouse Flurtpolen? Stem Cells
{mPSCs]) were subjedied ina differenifation proioool of 21 days obtaining Ditferentiated Fancreatic Cells {DPCs), charaderiring
this differentiation process by speciroscopic and gemetic analysis through Fourier Transform Infrared (FTIE) speciroscopy
and Real-Time POCR. FITR spectra of mPSCs and DPCs al ditferent maturation stages (11, 17 and 21 days) were obiatned
and showed absorption bands related with ditferent types of biomoleouls. Thes: FTTR spectra exhibiied significant dhanges
particularly in the proteins, crbehydrates and nucledic adds bands agrecing with the differentiation process. The second
dervative of these hands and the Principal Componenis Anahyss allowsd us \o compare and dscriminate mPSCs from DPCs
Aboul gene expression, mPSCs expresed plurtpolency genes (Nanog and S0X2) and the DPCs expresed sndodermal genes
(50017 and Pdei) ot day 11, an indudor gene of ambryonic panoeas development (Pdxl) 2 day 17 and pancreas genes
{Immudin and Clucagon) = day 21 of differenti ation. In condusion, we cbizined PCs from mPeCs, which pased throegh the
chronological stages of embryonic panoreas development. The FTIR speciral dhangss provide a new biophysical parameter
baz=d on meolecular markers that indicale the differentiation process of mPSCs 0 spedalived cells.
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Componentes Principales mediante Espectroscopia FIIR como Tecnica de
Caracteriracion Innovadora durante 1a Diferenciacion de Células Madre
Pluripotentes a Células Panereaticas.
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(FTIR} 3 Asdilbis de Composcsics Principakes (ACFL Pars <l
w dicrenciaren CMP 2 CFD, carscicricands © preoso de
diferencisciia en difereoies clapao (diss 8 011, 17 3 )

Haste micreacepia éptics 1 expectruscupia +bracinal. Les

F FTIR =« 1. o el metnda melh eriado de
ACF, silizands su srgunda derhsela a0 lo regons e
pricinm, carbshidraios § ribusas, Los ressltade indican que
el ACF permiie caraciericar y discrimisar CHFP v CFPD cn wea
diferenies ctapas de dife imciin en laa regl enpacirales

Hamdun. iCon ka ¥ lui qu ol ACF o il para
carmcierizar las ciapa de difereacisciin de CM en usa forma
priciica, ripida, preciee § oe nvoiva.
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¥ FTIR, Cempencnio
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difareriacion & CM v awrmer b pues do s calela
difaramciadas [1]. D acuards a m posocialidad, [ O =
dhiden o totpobamss, cltpotems §
mipotris. U propiedsd esercial da s Célelas hadng
dforenciare ao

Ptz G et b e
condicienss de cultivn [2]. Doversos estudios exparimentalas
mm\almm:rmmmhm
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Abstract

Diabetes Mellitus is a metabolic disorder
characterized by hyperglycemia due 10 secretion
defects, inadequate insulin action, or both.
Diabetes treaument includes hypoglycemic drugs
and insulin replacement therapy, however new
alternatives such as ccllular therapy need to be
proposed. In this study, we differentiated mouse
ESC (mESC) 10 pancreatic cells, determining
their genetic, phenotypic, morphological and
spectroscopic characterization. To this end, we
seeded mESC, and subjected them into a
differentiation protocol of 21 days, morphology
and relative expression of genes werc assessed
at 11, 17 and 21 days; insulin and glucagon
proteins were cvaluated by fluorescence
microscopy, and also a spectroscopic analysis
by Fourier transform infrared in attenuated total
reflection configuration was made. We obtained
the following results: morphological analysis
showed typical embryonic bodies (EBs), which

generative M

cdicine & Stem ¢ ol1-2015  Shanghai, Ching

- e ——

expressed ¢ adodermal germ hine genes {vox17
y pile- 1t the beginning of differentiation,
subseguontly an inductor gene of embryonic
velopment (pede 1)y was detected, wnd

ll.‘l||t!l‘$\'-
pancreas genes (ins-1, ins-2 and gog) were
expressed at day 21, Similarly insulin and
glucagon proteins were detected on EBs at day
21, mESC spectroscopic analysis show the

resence of amide I band in the spectral interval
from 1600 to 1700 em’', however second
derivative gave information of the presence of
intramolecular -sheets (1634 cm-1), 7 helices
(1650 cm-1), and antiparallel -shects (1693 cm.
1). For EBs (11,17 and 21 days of differentiation)
a relative intensity and spectral positions of this
components was observed. These spectral
variations could be associated with the presence
of insulin and glucagon proteins.
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