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Resumen

1 Resumen

Las Células Troncales Embrionarias de Raton (CTER) son células pluripotentes
derivadas de la masa celular interna del blastocito; éstas tienen el potencial de auto-
renovarse in vitro conservando su estado indiferenciado, con la capacidad de derivar a
todos los linajes celulares. Las CTER presentan reguladores de la pluripotencia, tales
como Oct %, Sox2 y Nanog. De acuerdo a la capacidad de diferenciacion de las
CTER éstas se podrian emplear en protocolos de medicina regenerativa, modelos de
revascularizacion y reparacion de tejido isquémico, ademas del tratamiento de
patologias. La manera mas simple para inducir la diferenciacion de las CTER,
consiste en cultivarlas en medios, factores de induccion y matrices especificas. El
objetivo de este estudio, fue desarrollar un protocolo de diferenciacién de CTER hacia
precursores vasculares (PV) y células endoteliales especializadas (CEE), empleando
una matriz extracelular especifica y diferentes concentraciones de VEGF. El
mantenimiento de las CTER, se efectu6é de acuerdo al protocolo de Mondragdn y cols
en el 2011, identificandolas por Citometria de Flujo para los marcadores Nanog y Oct
%. El método de diferenciacion se realizé con modificaciones de los protocolos
descritos por McCloskey y cols (2006) y Hatano y cols (2013); evitando el uso de
purificacion magnética. Durante la etapa preliminar, se comparé la expansion de PV
en dos tipos de colageno (I y IV), asi como dos concentraciones de VEGF (10ng'ml™ y
30ng'ml”"). Se realizd la deteccion de células Oct %+, Flk-1+, PECAM+ y Ve-
Caderina+ por inmunocitoquimica a las 120h, 360h, 600h y 840h del proceso de
diferenciacion endotelial, cuantificando las células-cm™ por cada marcador, en cada
tiempo de evaluacion. El colageno IV resulto ser la matriz 6ptima para la expansion de
PV. No se observaron diferencias en el empleo de ambas concentraciones de VEGF
al término de la etapa preliminar. Durante el proceso de diferenciacion, se encontré un
recambio notable en la cantidad de células pluripotentes (Oct %+) por precursores
vasculares (FIk-1 y PECAM), a 120h y 360h; éstos consecutivamente en células
endoteliales especializadas (VE- Caderina), a 600h y 840h. Se concluyé que es
posible derivar PV y CEE mediante el protocolo de diferenciacion empleado, sin

purificacion magnética.
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2 Introduccion

2.1 Células Troncales

Una Célula Troncal (CT) es una célula que tiene la capacidad de auto replicarse,
manteniendo un estado indiferenciado, por lo que pueden derivar en uno o mas tipos
de células, que en el desarrollo embrionario constituiran érganos o tejido especifico

(Hui y cols., 2011).

Las CT se pueden clasificar de acuerdo a su plasticidad, es decir en su capacidad de

diferenciacion, como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 1. Tipos de Células Troncales, de acuerdo a su origen, plasticidad o potencial de
diferenciacion y progenie (CTE: Células Troncales Embrionarias; CTTE: Células Troncales de
Tejido Especifico; CPi: Células Pluripotentes Inducidas) (Adaptado de Can., 2008).

Células del Epiblasto en
estadio de gastrula

. . Uno o varios tejidos, dependiendo el tejido
CTTE g:h;l;zg:stejldos Multipotentes  del que resida (ej. Células Troncales
P Hematopoyéticas)

Células Somaticas
CPi reprogramadas des Pluripotente Endodermo, mesodermo y ectodermo

diferenciadas

Pluripotentes Endodermo, mesodermo y ectodermo
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2.2 Células Troncales Embrionarias

Las Células Troncales Embrionarias (CTE), son células pluripotentes derivadas de la
masa celular interna del blastocito o blastula temprana (usualmente a los 3.5 dias del
desarrollo embrionario), el cual es el primer y unico evento de diferenciacién del cigoto
en este estadio embrionario que prosigue a la moérula, (Evans y Kaufma., 1981). Estas
células tienen el potencial de auto-renovarse y auto replicar su material genético por
largos periodos de tiempo, manteniendo un estado de pluripotencia; mientras que al
realizar ensayos de diferenciacion in vitro o in vivo, estas células generan derivados
de las tres capas embrionarias (endodermo, mesodermo y del ectodermo),
prescindiendo de la formacion de capas extraembrionarias (Smith., 2001; Wobus &
Boheler., 2005).

La linea celular E14Tg2a es un linaje de Células Troncales Embrionarias de Ratén
(CTER), que inicialmente se cultivaban sobre una monocapa de células fibroblasticas
embrionarias de raton (células alimentadoras). Para el cultivo de las CTER E14Tg2a,
ademas del co-cultivo (fibroblastos embrionarios), se ha utilizado un medio de cultivo
definido para inducir su proliferacion manteniendo su estado indiferenciado.
Posteriormente, se identificd que estas células alimentadoras secretaban una citosina,
involucrada en el mantenimiento de la pluripotencia de las CTER; por lo que mediante
el empleo de un analogo de éstas moléculas, el Factor Inhibidor de la Leucemia o LIF
(del inglés “Leukemia Inhibitory Factor”), se logro la adaptacion de ésta linea celular a
un sistema libre de células alimentadoras, gracias al suplemento del medio de cultivo
con este factor (Figura 1) (Williams y cols., 1988; Park y cols., 2012). El LIF es una
Interleucina perteneciente a la familia de las IL-6 (Interleucina 6) que actua como un
factor de transcripcion clave en el mantenimiento de la pluripotencia, promoviendo la
expresion de genes que inducen la auto renovacion y simultaneamente la supresion
de genes asociados a la diferenciacion celular (Smith, y cols, 1988; Williams y cols.,
1988; Matsuda y cols., 1999).

3|Pagina



Introduccion

AUTORRENOVACION DIFERENCIACION

Figura 1. Destino alternativo de una célula troncal embrionaria en presencia de LIF,
para inducir a la autorenovacion celular y sin presencia de LIF para inducir la
Diferenciacion Espontanea, en un modelo in vitro. (Adaptado de Smith, 2001).

Se ha establecido que el Transductor de Senal y Activador de la Transcripcion tipo 3,
el STAT 3 (Del inglés “Signal Transducer and Activator of Transcription 3”), es
regulado por el factor de transcripciéon LIF (via JAK/STAT), jugando un papel
indispensable en la capacidad de auto-renovacion de las CTER (Matsuda y cols.,
1999).

El LIF actua a través de un receptor heterodimérico transmembranal, compuesto por
dos subunidades, un receptor de baja afinidad a LIF (LIFR-B), y una glucoproteina
(gp130). EI LIF y su receptor (LIFR-B/ gp130), son expresados en etapas tempranas
del desarrollo embrionario; sin embargo, se ha indicado que estosvno son requeridos,
posterior al proceso de gastrulacién (Nichols y cols., 1996; Stewart y cols., 1992; Ware
y cols., 1995).

La unién de LIF a LIFR-B, induce a la dimerizacion con gp130, (como ocurre con
todas la citosinas de la familia de las IL-6) dando como resultado la formacién de un
complejo receptor de alta afinidad. El receptor activado es reconocido por una tirosina,
la Janus kinase (JAK), que al unirse a éste es fosforilada en sus dos unidades
(extremo intracelular LIFR-B y gp130), activando otros dos sitios de unién, que son
capaces de regular otras moléculas implicadas en la transduccién de sefales

(Clahsen y cols., 2005). Estos sitios de unién son reconocidos mediante los dominios
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SH2 (Src homology 2) o Tyr- 559, facilitando la union de las STAT 1 y STAT 3, siendo
fosforiladas posteriormente (Stahl y cols., 1995; Clahsen y cols., 2005).

Las proteinas STAT activadas, forman homodimeros o heterodimeros que
consecuentemente se trasladan al nucleo, donde actuan como factores de
transcripcion. La activacion de STAT3/LIF ha demostrado ser critica en la auto
renovacion de las CTER; sin embargo este mecanismo, no se ha dilucidado

completamente (Figura 2).

La asociacion LIF/STAT 3, participa en la formacion de redes de transcripcion, que
involucran al factor de transcripcion c-Myc, junto con otros factores (Nanog, Kif4, Oct
% y Sox2) participando de manera fundamental en el mantenimiento de la
pluripotencia, induciendo una alta proliferacién e inhibiendo la diferenciacion o muerte
celular, como se ha observado en células somaticas reprogramadas (Cartwright y
cols., 2005; Takahashi y cols., 2007).

LIF
LIFR gp130
[ ]
G
JAK
ERK
o3
PI3K
(P
o
m L Self-renewal

Figura 2. Mecanismo de sefalizacion de LIF y su integraciéon en el proceso de
transcripcion, para la auto renovacion celular (Adaptado de Quinlan, 2011).
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2.3 Oct % y Nanog en el mantenimiento del estado pluripotente y
la auto renovacion de las células troncales embrionarias.

Se encuentra bien establecido que Oct % es un regulador transcripcional (codificado
por el gen Poubf1), el cual es expresado constitutivamente en células germinales,
células del epiblasto y células troncales embrionarias, considerandolo el regulador

maestro de la pluripotencia (Pesce y cols., 1998).

In vivo, durante la formacion del cigoto, la expresién de Oct % es esencial para el
desarrollo inicial de la capacidad pluripotente de las Células de la Masa Interna del
Blastocito (CMI), siendo de igual manera un factor esencial requerido en la generacion

de células pluripotentes inducidas (CPi) (Nichols y cols., 1998; Niwa y cols., 2000).

La expresiéon de Oct % es comun entre el humano y el ratdén, por lo que la expresion
de ambos disminuye durante la diferenciacién tanto in vivo como in vitro (Smith.,
2001).

Se ha demostrado, que en modelos in vivo de embriones de ratén knockout, al
suprimirse la expresion de Oct %, se pierde la capacidad de transdiferenciacion, en la
etapa de blastocito, careciendo de CMI pluripotentes, derivandose en endodermo
primitivo y mesodermo, por lo que también se ha demostrado, que un aumento en la
expresion de este mismo factor, se presenta una diferenciacion hacia células del

trofoblasto o trofoectodermo (Figura 3) (Nichols y cols., 1998; Niwa y cols., 2000).

Estos elementos, sugieren que Oct % regula la transcripcion de genes implicados en
el control de multiples funciones celulares y las decisiones del destino celular
temprano, siendo el nivel de expresion de Oct % clave para mantener la pluripotencia

y la auto renovacion celular (Niwa y cols., 2000).
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Figura 3. Relacion del nivel de expresion de Oct % y el destino celular, mostrando una
derivacion hacia endodermo primitivo y mesodermo a altos niveles y derivacién hacia
trofoectodermo a bajos niveles de éste factor. (Adaptado de Niwa y cols., 2000).

Oct % actua en “concierto” con otros factores, previniendo la diferenciacion celular e
inhibiendo la expresion de factores de linajes especificos (Yuan y cols., 1995). Los
factores o cofactores mayormente implicados en estos procesos, son Fgf4, Zfp42,
Sox2, Cdx2, Hand1, entre otros por lo que es claro que Oct % tiene un papel critico en
el mantenimiento de la pluripotencia; sin embargo su control no esta bien esclarecido
(Zeng y cols., 2004; Niwa y cols., 2000; Chew y cols., 2005).

El control del nivel de expresion de Oct %, parece estar relacionado con su auto
regulacioén; sin embargo, depende de otros factores, incluyendo el factor de
transcripcion Nanog (Figura 4) (Pan y cols., 2006).

Recientemente, se ha descubierto que la sobreexpresion de Nanog, contrario a lo que
se pensaba, mantiene el estado pluripotente de las CTE, independientemente de la
presencia o no de la Proteina Morfogenética de Hueso (BMP del inglés “Bone
Morphogenetic Protein”) o de LIF, sin embargo la capacidad de auto renovacion de
estas células se ve reducida (Ying y cols., 2003).
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Otros autores han sugerido que Nanog en realidad interactia con la via se
sefializacion de Wnt a partir de BMP4, independientemente de la via STAT3 a partir
de LIF, lo cual podria explicar el por qué se presenta una expresion de Nanog en
ausencia de LIF, manteniendo la pluripotencia (Chambers y cols., 2003; Mitsui y cols.,
2003).

El mecanismo exacto, por el cual Nanog es regulado y como afecta el mantenimiento
de la pluripotencia, no se encuentra del todo claro, por o que se cree, que otros

factores deben de contribuir en su regulacion.

Cdx2
Oct4/Nanog
Gata6
Trofoectodermo
/ (Multipotentes)
X2
’ C(z ) Endodermo Primitivo
Morula o (Multipotentes)
: (4
(Totipotentes) \ G/a'@i{
. sk
Masa Celular Interna Epiblasto
(Pluripotentes)

(Pluripotentes)

Figura 4. Genes expresados durante la formacion de blastocito. Oct % y Nanog (Rojo)
expresados en Morula, Masa Celular Interna y Epiblasto. Cdx2 (azul) expresado en
trofoectodermo, en la represion de Oct 3/4 y Nanog. Gata6 (verde) expresado en
endodermo primitivo con la represién de Oct % y Nanog (Adaptado de Ralston & Rossant.,
2005).
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2.4 Embriogénesis del Raton: Mesodermo Definitivo y Desarrollo
y Regulacion del Sistema Vascular.

2.4.1 Desarrollo del Mesodermo Definitivo en el Raton.

Durante el desarrollo temprano de los vertebrados, el endodermo primitivo y el
epiblasto, daran lugar al endodermo definitivo (del que derivaran los pulmones, las
glandulas tiroides, el higado, la vesicula biliar o el pancreas), ectodermo definitivo (del
que derivaran el sistema nervioso o la piel) y mesodermo definitivo (del que derivaran
el sistema circulatorio, cartilago, las gébnadas, musculos y la médula 6sea) (Descamps
y Emanueli., 2012).

En los ratones el mesodermo se forma en el inicio de la gastrulacién, alrededor de 6.5
dias post coitum. Las células del epiblasto migran a través de la linea primitiva y se
organizan en la capa germinal mesodérmica, migrando posteriormente, cerca del
endodermo y ectodermo, para formar, distintas lineas de desarrollo, el mesodermo
axial, paraxial, intermedio y mesodermo lateral (Lawson y cols., 1991; Langman.,
2008).

El siguiente mecanismo seria la separacion del mesodermo lateral en dos capas, el
mesodermo somatico o parietal, y el mesodermo esplacnico o visceral, por lo que el
ultimo dara lugar a células precursoras de tejidos cardiovasculares (el corazén y los

vasos sanguineos y células sanguineas) (Johanes & Lutjen-Drecol., 2007).

El tejido cardiovascular, constituyente del sistema circulatorio, consiste en un corazon,
células sanguineas y un complejo sistema de vasos sanguineos, los cuales son los
encargados de transportar y proporcionar los nutrientes, al embrion en desarrollo,
siendo este sistema la primera unidad funcional durante la embriogénesis (Gilbert.,
2005).
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Se ha identificado que distintos factores se encuentran involucrados en la
especializacion de las células pertenecientes al mesodermo esplacnico en Células
Precursoras Vasculares (CPV), como el Factor de Crecimiento Fibroblastico o “FGF”
(Del inglés “Fibroblastic Growth Factor’) y el Factor de Crecimiento Vascular
Endotelial- 2 (VEGF-2 del inglés “Vascular Endothelial Growth Factor’), el cual
también esta involucrado en procesos posteriores de especializacion endotelial
(Sakurai y cols., 2006).

Aunque el corazén es el primer érgano funcional, durante el desarrollo embrionario, no
cumple su funciéon hasta que el sistema vascular, se ha comenzado a formar; sin
embargo, los vasos sanguineos se forman independientemente, conectandose al
corazon poco tiempo después, por lo que éste proceso se lleva a cabo por la

Vasculogénesis y la Angiogénesis (Gilbert., 2005).

2.4.2 Desarrollo del Sistema Vascular: Vasculogénesis y Angiogénesis.

Los vasos sanguineos, son los encargados de transportar y regular la llegada de
nutrientes y otras moléculas a diferentes tejidos y érganos, a través de la sangre,
ademas estan implicados en procesos de respuesta inmune; es por estos aspectos,
que la formacion del sistema vascular, es uno de los eventos tempranos mas
importantes durante la embriogénesis de los mamiferos, resumiéndose en los

procesos de Vasculogénesis y Angiogénesis (Figura 5).

2.4.2.1 Vasculogénesis

Risau y colaboradores en 1988, fueron los primeros en usar el término
“vasculogénesis”, para describir la formacion de nuevos vasos sanguineos, a partir de
un precursor comun de células hematopoyéticas (células sanguineas) y células
precursoras endoteliales (vasos sanguineos), el cual es conocido como

hemangioblasto.
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Inicialmente, se creia que la vasculogénesis, solo ocurria durante el desarrollo
embrionario, a partir de la diferenciacién del mesodermo; recientemente, se ha
identificado que este mismo proceso, puede ocurrir a partir de células precursoras
procedentes de médula ésea, circulantes en sangre periférica en un organismo adulto,

en respuesta a alguna enfermedad o patologia (Drake., 2003).

La vasculogénesis consta de varias fases, por lo que en la primera fase, grupos de
células del mesodermo esplacnico, son especializadas para diferenciarse en células
hemangioblasticas, las cuales expresan marcadores como CD34, CD31 o VEGF-2
(FIk-1), los cuales seran compartidos posteriormente por el tipo de células

progenitoras en que deriven (linaje endotelial y hematopoyético) (Ema y cols., 2006).

La segunda fase, consiste en que los hemangioblastos se condensen en un tipo de
agregaciones que son denominadas generalmente como islotes sanguineos o islotes
de Wolf, que se unen entre si formando un tipo de plexos muy primitivos (Palomero y
cols., 1998).

En la tercera fase, distintos factores intervienen en la distribucion y regionalizacién
celular, de acuerdo a que las células internas de estos islotes, derivaran en
precursores hematopoyéticos, mientras que las células externas, derivaran en

angioblastos o precursores vasculares (Flamme y cols., 1997).

En la cuarta fase, de la vasculogénesis, los angioblastos se dividen y diferencian en
células endoteliales, por la accion del VEGF; el cual es secretado por células
mesenquimales, identificandolo como una factor de gran importancia en la formacién
de los islotes sanguineos, ya que se ha reportado que éstas estructuras progenitoras
vasculares no se forman, en modelos de ratones knockout en los que se eliminé el

gen que codifica para el receptor principal del VEGF (Flk-1) (Ferrara y cols., 1996).

En la ultima fase de la vasculogénesis, las células endoteliales forman estructuras
tubulo vasculares, que se conectan para formar los plexos capilares primarios o redes
de vasos sanguineos primarios, depositandose en la lamina basal de los vasos

sanguineos.
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El siguiente proceso de la formacion de vasos sanguineos es la angiogénesis, la cual
se encargara de remodelar el plexo vascular y la generacion del lecho arterial y

venoso (Patel- Het y D"Amore., 2011).

2.4.2.2 Angiogénesis

La angiogénesis es definida como la formacién de nuevos vasos sanguineos
mediante el brote de nuevas células endoteliales a partir de vasos sanguineos
preexistentes, se ha reportado que este proceso comienza en el raton, posterior a los
9.5 dias post coitum, por lo que este proceso posee un papel muy importante en la
formacion de la mayoria de los vasos sanguineos en el embrion (Patel- Het y
D’Amore., 2011).

El evento primario en el proceso de angiogénesis, es la degradacion de la matriz
extracelular a partir de enzimas proteoliticas y precedido de una proliferacion y
expansion endotelial, por lo que en estas zonas se forman nuevos vasos sanguineos

invadiendo el estroma y nuevos tejidos vecinos (Mignatti y Rifkin., 1996).

Se han descrito un sin numero de factores implicados en la regulacion de la
angiogénesis, sin embargo el VEGF es crucial para este proceso, por lo que actua en
los capilares preformados, induciendo a la pérdida de contactos intercelulares,
produciendo una degradacion de la matriz extracelular, por lo que seguido de esto
ocurre una proliferacion y migracion de células endoteliales expuestas,
conformandose en nuevas estructuras vasculares, formando desde pequefos
capilares, hasta estructuras con mayor irrigacion como las venas y las arterias
(Hanahan, 1997; Liekens y cols., 2001).

Otro proceso de angiogénesis consiste en la formacion de dos vasos o mas, a partir

de la segmentacion o separacion de un vaso preexistente (Patan, 2000).
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Posterior a este proceso, ocurre la conformacién de una red vascular madura,
mantenida por la accion constante del TGF-B (el cual actua también regulando la
expresion de VEGF), ademas de la accion del factor de crecimiento derivado de
plaguetas o PDGF (Del inglés “Platelet Derived Growth Factor’) implicado en el
reclutamiento de las células periciticas, las cuales contribuiran a la integridad,
movilidad y flexibilidad capilar, constituyendo ya en este punto un sistema circulatorio

maduro (Seghezzi y cols., 1998; Cross & Claesson., 2001).

— Vasos maduros en un Sistema
Vasculogénesis plexo capilar primario L e ——— circulatorio
FGF2, _VEGF.__ Ang 1 VEGF PDGF.__maduro _ TGF-B
FGFR VEGF-R2 VEGF-R1 Tie2 VEGFR1,2 PDGFR TGF-BR
(Flk1) (Flll) (Fit1)
Célula
ﬁ andolehal Arteria —
oS ' '~s"‘
Jo NN - Célula
{ NoJ periendo-
\ ) telial
Lém-na basal N % Vena~"
ﬁ?ulals! H :-‘I‘eamzzastos g:r::gs on Reclutamiento e interaccion
L, miceelsn : interacciones €ON células de soporte Los brotes y remodelaciones  La maduracién y la
gr oliferacién)  endoteliales periciticas. Mantenimiento  producen un sistema remodelacién producen
yP célula-célula de la integridad vascular “juvenil* un sistema vascular maduro

e inmovilidad del vaso

Figura 5. Elementos que participan en la formacién de un sistema sanguineo maduro,
comenzando con el proceso de la vasculogénesis, seguido de la formacion de un plexo
vascular primario, y la remodelacién de un plexo vascular maduro, mediante la angiogénesis
(Adaptada de Hanahan, 1997).
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2.4.3 Marcadores Asociados a la Regulacion del Desarrollo Vascular

2.4.3.1 Factor de Crecimiento Vascular Endotelial (VEGF)

El factor de crecimiento vascular endotelial pertenece a la familia de las moléculas del
VEGF, las cuales juegan un rol muy importante durante la vasculogénesis y
angiogénesis, influyendo en la formacion y el mantenimiento del plexo vascular. Esta
familia de VEGF s consiste en cinco miembros: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D
y el factor de crecimiento de placenta o PLGF (Del Inglés “Placenta Growth Factor?).
Se han identificado, diferentes sitios de union para éstas moléculas (receptores), en
células endoteliales como el VEGFR1 (Flt-1) y el VEGFR2 (Flk-1/ KDR), VEGFR3 (Flt-

4) entre otros (Vaisman y cols, 1990).

Cada uno de estos receptores, constan de una parte extracelular, compuesta por siete
dominios, muy semejante a una inmunoglobulina y una parte intracelular con un
dominio compuesto de aproximadamente 70 a 100 residuos de aminoacidos, con un
extremo carboxilo terminal (Fantl y cols., 1993). Existen distintos tipos de VEGF, por lo
que se ha clasificado de acuerdo a su afinidad a distintos receptores; el VEGF-A,
VEGF-B y el PLGF, se unen a Flt-1 (Del inglés “Fms-Related Tyrosine Kinase 17),
mientras que el primero de éstos (VEGF-A) y VEGF-E se unen a Flk-1 (Del inglés
“Fetal Liver Kinase 1”); VEGF-C y VEGF-D se unen tanto a Flt-4 (Del inglés “Fms-
Related Tyrosine Kinase 1”) y Flk-1, sin embargo, se unen con menor afinidad este
ultimo, que a Flt-4 (Takahashi & Shibuya., 2005).

Se ha determinado que los factores arriba mencionados son elementales para la
vasculogénesis y angiogénesis, pues posterior a la delecion de un alelo de VEGF-A
en embriones de ratén, se descubri6 que se producian anormalidades en los
precursores vasculares, células endoteliales y consecuentemente la formacion de los
vasos sanguineos, presentandose la muerte del embrion, entre el 11 y 12" dia post
coitum, concluyendo que este factor es realmente importante por su asociacion con
FIk-1, influyendo directamente en la formacion del plexo vascular y la formaciéon de
tumores (Carmeliet y cols., 1996; Ferrara y cols., 1996 ).
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Un resultado similar se observé en embriones de raton, en los que al inactivar el gen
que codifica para la proteina Flk-1, no presentaron desarrollo de islotes sanguineos y
consecuentemente no se formé el saco vitelino a los 7 dias post coitum, presentando
una organizacion vascular deficiente y una cantidad reducida de progenitores
hematopoyéticos, muriendo a las 8.5 dias post coitum; de ésta forma se determiné
que Flk-1 es esencial para la formacion del saco vitelino y el proceso de
vasculogénesis en el embrion (Shalaby y cols., 1995); también se ha determinado que
este receptor esta implicado en la mitogénesis y supervivencia celular, ademas de
estar asociado a la organizacion del citoesqueleto y migracion celular, asociandose

con otros factores como PECAM y VE- Caderina (Cébe y cols., 2006).

2.4.3.2 Molécula de Adhesion de Células Endoteliales a Plaquetas
(PECAM)

La molécula de adhesién de células endoteliales a plaquetas o PECAM (del inglés
“Platelet  Endothelial Cell Adhesion Molecule”) es una inmunoglobulina
transmembranal, con un peso molecular de 130 kDa que se encuentra localizada en
las uniones intercelulares del endotelio vascular. Sin embargo, ésta proteina también
puede expresarse en la superficie de células hematopoyéticas, células de sistema
inmune, como los leucocitos, plaquetas, neutrofilos, monocitos, células T y NK, entre
otras (Dejana., 2004; Muller., 2003).

Aunque PECAM-1 es considerado el principal ligando de PECAM, éste tiene
capacidades de interacciones homofilicas o heterofilicas, por lo que ademas de unirse
a moléculas de PECAM, se puede unir a otras proteinas, como B-catenina y SHP-2
(Muller., 2003). PECAM es una eficiente molécula de senalizacion que es capaz de
exhibir una sefializacion intracelular y extracelular y aunque el mecanismo por el cual
PECAM transfiere senales intracelulares no esta del todo clara, se ha encontrado que
SHP-2 y B-catenina son moléculas que juegan un papel crucial en la regulacién de
diferentes vias de sefializacion, asi como la actividad de las caderinas en la
interaccion con diferentes proteinas intercelulares, en las células endoteliales (llan y
cols., 2000; Ilan y Madri., 2003).
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SPH-2, se encuentra asociada a la cascada de sefalizacion de las MAPK, influyendo
en la proliferacion celular, mientras que B-catenina en su unién con PECAM regula
funciones biologicas similares al mecanismo que regula, su uniéon a VE- Caderina
(Sheibani y cols., 2000; llan y Madri., 2003).

Duncan y colaboradores en 1999, realizaron ensayos con ratones knockout, en los
que se suprimio el gen que codifica para la proteina PECAM-1, observando que el
desarrollo vascular ocurri6 de manera normal, concluyendo que PECAM no es

esencial para el proceso de vasculogénesis durante el desarrollo embrionario.

Se considera que PECAM-1 se encuentra implicado en la regulacién de la migracion
de precursores, células endoteliales, durante la vasculogénesis adulta vy
principalmente en la angiogénesis, ademas de modular la migracion intercelular de
estos mismos precursores y leucocitos a través de las células endoteliales
(diapédesis), en eventos de respuesta inmune e inflamacion (Vittet y cols., 1996;
Dejana, 2004).

2.4.3.3 Caderina Vascular Endotelial/ VE- Caderina (VE- Cadherin)

Las Células Endoteliales expresan una proteina transmembranal denominada
Caderina Vascular Endotelial o VE- Caderina (VE-Cadherin del inglés “Vascular
Endothelial Cadherin”), que es un componente de las uniones estrechas y adherentes
en los vasos sanguineos. VE- Caderina, no puede ser encontrada en ningun otro tipo
de célula, incluyendo células sanguineas o células troncales hematopoyéticas, por lo
que es un marcador endotelial por excelencia, expresado en células comprometidas
con linajes endoteliales, presentandose en todos los tipos de vasos sanguineos

(Lampugnani y cols., 1995; Breier & cols., 1996; Bazzoni & Dejana., 2004).

Se ha demostrado que VE- Caderina no es indispensable para iniciar el proceso de
vasculogénesis; sin embargo, es requerida en la remodelacion y morfogénesis del

plexo vascular, durante la angiogénesis (Carmeliet y cols., 1999; Gory y cols., 1999).
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Lo anterior se apoya en experimentos en los que se ha demostrado que embriones
deficientes de esta proteina, exhibian defectos en su capacidad angiogénica,
resultando en la muerte del embridn en la mitad del periodo de gestacion, posterior a
los 10 dias, sugiriendo, que VE- Caderina es indispensable para la adhesién
homofilica, ademas de que es requerida en la morfogénesis vascular (Gory y cols.,
1999).

La especificidad celular restringida, indica que VE- Caderina interviene en otros
procesos muy importantes para el funcionamiento vascular; como la organizacién
estructural de las células endoteliales; ya que se ha reportado que ésta proteina, a
través de su porcion C- terminal, forma un dominio con los complejos (3-catenina/ a-
catenina o plakoglobina/ a-catenina, promoviendo el anclaje a microfilamentos de
actina, manteniendo una fuerte union intercelular, influyendo ademas en la morfologia
y polaridad de las células endoteliales (Wheelock y Johnson., 2003; Hartsock y
Nelson., 2008).

Otros procesos de vital importancia, para el funcionamiento endotelial son la
regulaciéon negativa de la permeabilidad de los vasos sanguineos, pues se ha
reportado que hay una relacién negativa en la eliminacion de VE- Caderina y la
permeabilidad en el endotelio vascular; esta proteina influye en la supervivencia
celular mediante una cascada de senalizacion mediada por el VEGF; y como inhibidor
de la proliferacion celular, mediante el arresto del ciclo celular (Caveda y cols., 1996;

Carmeliet y cols., 1999; Corada y cols., 2002).
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3 Antecedentes

3.1 Células Troncales Embrionarias como modelo de
diferenciacion celular.

De acuerdo al potencial que poseen las células troncales embrionarias de raton, estas
células podrian ser utilizadas como modelo para el estudio del proceso de

diferenciacion celular.

Algunos de los procedimientos basicos, mas utilizados, para estudiar la diferenciacion
in vitro de las CTER, son la generacion de Cuerpos Embrionarios (EB’s del inglés
“Embryoid Bodies”), a partir de la formacion de esferas o conglomerados celulares en
suspension, en ausencia del LIF; asi como su co-cultivo con células estromales (Hopfl
y cols., 2004). En consecuencia al empleo de estos protocolos de diferenciacion, las
CTER derivan espontaneamente en distintos grupos de células, por lo que es
realmente complicado obtener una poblacion celular pura, al final del proceso de
diferenciacion, adquiriendo bajos porcentajes de las poblaciones celulares de interés,
por lo que inducir la diferenciacion a través de EB’s se considera un proceso de

“diferenciaciéon no controlado” (Smith, 2001; Noghero, A. y cols., 2010).

La manera mas simple para inducir la diferenciacion de células CTER, consiste en el
cultivo de estas, en presencia de medios y matrices especificas, que dirijan la
diferenciacion hacia una determinada linea celular. En contraste al método de
diferenciacion antes mencionado (formacién de EB’s), con este protocolo se evita
cualquier variable extrafia, por lo que se puede controlar y estudiar con mas precision

el proceso de diferenciacion de las CTER (Noghero, y cols., 2010).
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3.2 Las CTER como modelo de Diferenciacion Endotelial.

Nishikawa y colaboradores, en 1998, fueron los primeros en describir un eficiente
sistema, para inducir la diferenciacion vascular, encontrando, que el Colageno 1V, en
comparacion al Colageno | y la Fibronectina, funciona como las matriz extracelular
mas eficiente, suficiente para obtener precursores endoteliales Flk-1"; VE- Caderina y
que consecutivamente determinaron que es necesario, someter estos precursores
endoteliales a una mezcla de distintos factores de transcripcién (VEGF, Interleucina 3,
Eritropoyetina, entre otros), para inducir a una especializaciéon endotelial; al final del

proceso obtuvieron una poblacion Flk-1"; VE- Caderina®.

Recientemente McCloskey y cols, en el 2006 reportaron un método de diferenciacion
hacia linaje endotelial, utilizando una linea de CTER (ES-D3), cultivandolas
inicialmente en medio sin LIF para inducir una diferenciacion “espontanea” o no
controlada; posteriormente realizaron una separacién por FACS y re-cultivaron en
colageno tipo IV, en medio de cultivo suplementado con 50 ng'mL~"' de VEGF.
Posterior a esta etapa realizaron una separacion manual, re cultivando en Colageno
IV en medio EGM-2, (Del inglés “Endothelial Growth Medium-2”) para continuar con
cultivo en Fibronectina y gelatina porcina. Durante todo el proceso de diferenciacion,
estos autores, analizaron diferentes parametros, como la proliferacién, fenotipo y
expresion de marcadores endoteliales de las “Células Endoteliales derivadas de
CTER” (CE-CTER) en comparacién Células Endoteliales de Aorta de Raton (CEAR).
Encontraron que en la etapa de Precursores Vasculares (PV) los dos grupos celulares
eran positivos para Flk-1 y PECAM; consecutivamente detectaron células VE-

Caderina®, con un menor rango de expresion en CE-CTER que en CEAR.

19| Pagina



Antecedentes

Posteriormente, Blancas y colaboradores, en el 2011, compararon 3 lineas de CTER
(R1, D3 y E14), cultivandolas, para la etapa de PV en Fibronectina Colageno |,
colageno 1V, y laminina, en medio de cultivo esencial, quimicamente definido,
suplementado con 30 ng-mL'1 de VEGF entre otros factores, en ausencia de LIF,
durante 5 dias. Posterior a esta etapa realizaron un aislamiento de células Flk-1+,
mediante una purificacion magnética, re cultivandolas en las matrices extracelulares
mencionadas, en nuevo medio definido para la especializacion endotelial,
suplementado con 100 ng'-mL™" de VEGF, ademas de otros factores, durante 15 dias

aproximadamente.

En el método descrito proponen una segunda purificacibn manual, y un analisis por
citometria de flujo. De acuerdo a lo reportado, el proceso de diferenciacion endotelial
de la linea celular E14Tg2a, se realiz6 sin presencia de FBS y sin la segunda
purificacién, obteniendo valores bajos en el numero de células Flk-1+ y VE-
Caderina+, en comparacion a las otras lineas celulares, cultivadas en presencia de
FBS y la segunda purificacion, obteniendo hasta un 99% de pureza de células Flk-1+
y VE- Caderina+, concluyendo que las matrices 6ptimas fueron la Fibronectina, el

Colageno IV y el Colageno I.

Por otro lado Hatano y colaboradores en el 2013, sometieron a la linea celular D3 de
CTER, a un proceso de diferenciacion hacia linaje endotelial, cultivandolas en
Colageno IV y medio esencial sin LIF, para inducir una diferenciacion espontanea,
durante 4 dias. Posteriormente a este proceso, las células Flk-1+ fueron aisladas
mediante una purificacion magnética y consecutivamente recultivadas en Colageno IV
durante 7 dias; al concluir el proceso se aislaron de manera manual las células con
fenotipo endotelial. Para la etapa de especializacion, estas células aisladas, fueron
recultuvadas en Colageno IV en medio cultivo EGM-2, suplementado ademas con 50
ng-mL™" de VEGF. Al final del proceso de diferenciacion se obtuvieron poblaciones de
células FIk1+ y VE-Caderina+, con un 60% para marcadores de venas y un 90% para

marcadores de arterias.
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4 Justificacion

Las Células Endoteliales, derivadas de Células Troncales Embrionarias de Ratén,
funcionan como un modelo experimental trascendental, puesto que éstas podrian
potencialmente conducir a una amplia variedad de aplicaciones experimentales y
clinicamente relevantes, pues podrian ser utilizadas en protocolos de terapia celular y
medicina regenerativa en la busqueda de estrategias para la reparacion y la
revascularizacion del tejido isquémico, asi como su aplicacion en diferentes
patologias, como la ateroesclerosis, trombosis, insuficiencia venosa, entre otras; es
por éstas razones que es imprescindible encontrar el método de diferenciacion mas

eficaz en la obtencion del mayor niumero de células endoteliales viables.

5 Hipétesis

Si las Células Troncales Embrionarias de Ratén son expuestas a VEGF y una matriz
extracelular especifica en las etapas de derivacion de precursores vasculares; se
podria obtener un alto numero de células endoteliales especializadas, prescindiendo

del uso de purificacion magnética.
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6 Objetivos

6.1 General

o Desarrollar un protocolo para la diferenciacion de células troncales
embrionarias de raton hacia precursores vasculares y células endoteliales
especializadas mediante el empleo de una matriz extracelular especifica y

un medio quimicamente definido.

6.2 Particulares

o Caracterizar la velocidad de crecimiento y tiempo de duplicacion de las

CTER a través de una cinética de proliferacion.

o Evaluar el estado de pluripotencia de las CTER a través del uso de los
marcadores Oct % y Nanog mediante Inmunocitoquimica y citometria de

flujo.
o Comparar la expansion de precursores vasculares en Colageno tipo | y

Colageno tipo IV como matriz extracelular a 24 h, 48 h, 72 h y 96 h de

derivacién de precursores vasculares.
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Comparar el efecto de diferentes concentraciones de VEGF (10ng-mL™ y

30ng-mL'1), durante la etapa de produccion de precursores vasculares.

Determinar la expresion de Oct %, Flk-1 y PECAM a 120 h del proceso de

diferenciacion mediante inmunocitoquimica.

Determinar la expresion de Oct %4, Flk-1, PECAM y Ve-Caderina a 360 h,

600 h y 840 h del proceso de diferenciacion, mediante inmunocitoquimica.
Cuantificar el nimero de células-cm™ positivas para cada uno de los

marcadores (Oct %, Flk-1, PECAM y Ve-Caderina), en cada uno de los

tiempos del proceso de diferenciacion.
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7 Materiales y Métodos

7.1 Cultivo celular

Las células troncales embrionarias de ratén “E14Tg2a”, fueron donadas por el “Grupo
de Medicina Regenerativa y Bioprocesos de Células Troncales” (University College
London, UK). Estas células se cultivaron en placas de cultivo celular de 6 pozos
recubiertos con gelatina porcina al 0.1%, utilizando medio GMEM (Del Inglés
“Glasgrow Minimal Escential Medium”), suplementado con 10% de suero fetal bovino
o FBS (Del inglés “Fetal Bovine Serum”), 1% de aminoacidos no esenciales, 2% de
glutamato — piruvato, 0.01% de B- mercaptoetanol, 1X10° U-ml” del factor inhibidor
de la leucemia, cultivadas a 37°C, 5% de CO, con control de humedad relativa. Estas
células fueron previamente adaptadas a expansién libre de células alimentadoras, a

través de seleccion de subclonas.

7.1.1 Mantenimiento de las CTER

Las CTER se subcultivaron cada 48 h o cuando alcanzaron el 70% de confluencia;
para esto, las células fueron lavadas con DPBS 1X sin Ca*" ni Mg?* y posteriormente
se disgregaron con Tripsina 1X, durante tres a cinco minutos a 37°C. La tripsina fue
inactivada con medio GMEM acondicionando con 10% de FBS y sin LIF. La s
suspension recuperada se centrifugd a 423g durante 4 minutos. El pellet se
resuspendid en medio GMEM completo y se subcultivdé a una diluciéon 1:10 para un
pozo de 10cm? y una dilucion 1:5 para un frasco de 25 cm?. El cultivo y mantenimiento
de las CTER, se llevo a cabo con base en el protocolo de Mondragén y colaboradores
en el 2011.

24 |Padgina



‘ Materiales y Métodos

7.1.2 Conteo celular y prueba de viabilidad de las CTER

Se realiz6 una prueba de viabilidad y conteo celular con la camara de Neubauer. Se
realizé una tinciéon con azul de Tripan a una dilucién 1:1, identificando asi las células
vivas y células muertas. La poblacién inicial de indculo fue de 1x10* celulas-cm™, el
conteo celular y la viabilidad se realiz6 durante 192 h para el proceso de

diferenciacion.

De acuerdo a los datos obtenidos, se realizé la cuantificacion de la Velocidad
Especifica de Crecimiento (u), asi como el Tiempo de Duplicacion Celular (Td). Estos
valores fueron calculados, en la etapa de crecimiento exponencial, que comprende
entre las 24 h a las 96h de la cinética de proliferacion de las CTER. Los parametros se

calcularon mediante las siguientes formulas:

Velocidad de Crecimiento Especifico (u):

_ (In(Niumero de Células Finales) — (In(Nimero de Células Iniciales)

(Tiempo Final — Tiempo Inicial)

En donde In es el logaritmo natural

Tiempo de Duplicacién Celular (Td):

In2
Td =—
Tl

En donde In es el logaritmo natural

7.2 Diferenciacion endotelial

El método de diferenciacion endotelial propuesto, se llevo a cabo con modificaciones
de los protocolos descritos por McCloskey y cols (2006) y Hatano y cols (2013),
prescindiendo principalmente de las etapas de diferenciacion espontanea (carentes de

control del proceso de diferenciacion) y de la purificacion magnética.
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El protocolo de diferenciacion constd de dos etapas: La generacion de precursores
endoteliales (Etapa preliminar y 1 Etapa) y la generacion de células endoteliales

especializadas (2% Etapa) (Figura 6).

7.3 Derivacién de Precursores Vasculares (Etapa Preliminar).

Durante la etapa de generacidon de precursores vasculares, se investigo el efecto de
diferentes matrices extracelulares, asi como la concentracion 6ptima de factor de

crecimiento vascular endotelial en la derivacion de ese linaje celular.

7.3.1 Comparacion de la expansion celular en Colageno Tipo 1y
Colageno Tipo IV

Las CTER, se inocularon a una densidad de 1X10* células:cm™ en placas de 6 pozos
tratadas para cultivo celular. Se utilizé dos tipos de Colageno (Tipo 1 y Tipo IV), en
medio GMEM suplementado con 15% FBS, 1% de aminoacidos no esenciales, 2% de
Glutamato- Piruvato, 0.01% p- Mercaptoetanol. Durante el cultivo, el medio fue

renovado cada 24h.

Se investigd la variacion en la derivacién de precursores endoteliales, durante 96
horas de cultivo, en Colageno | y Colageno IV, por lo que se realizé una comparaciéon

de la expansion celular, a las 24h, 48h, 72h y 96h, en las dos matrices extracelulares.

7.3.2 Comparacion de la expansion y fenotipo celular con dos
concentraciones de VEGF

Una vez identificada la matriz extracelular 6ptima para la expansion de los
precursores endoteliales, se evalué el fenotipo y expansion de los precursores
endoteliales. Se inocularon 1X10* células-cm™ en placas de 6 pozos precubiertos con
el Colageno o6ptimo, utilizando medio GMEM suplementado con 15% FBS, 1% de

aminoacidos no esenciales, 2% de Glutamato- Piruvato, 0.01% [3- Mercaptoetanol.

Se analizo el efecto de dos diferentes concentraciones de VEGF (10ng'mL" y
30ng'mL™"), durante 120h de diferenciacion celular. EI medio de cultivo fue renovado

cada 24 h.
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7.3.3 Derivacion de Precursores Endoteliales (1™ etapa)

De acuerdo a los resultados obtenidos del ensayo anterior, se decidié qué matriz
extracelular utilizar, asi como la concentracion 6ptima de VEGF para el proceso de
derivacion de células endoteliales. Al medio definitivo en ésta 1™ etapa, se le

denomind medio de cultivo de precursores vasculares.

7.3.4 Derivacion de Células Endoteliales Especializadas (2% etapa).

Durante la etapa de derivacion de células endoteliales especializadas (CEE), los
precursores vasculares, se mantuvieron utilizando el Colageno que resulté 6ptimo;
para esto se indujo la especializacion a través del uso del medio de crecimiento
endotelial 2 o EGM-2 (Del Inglés “Endothelial Growth Medium- 2) (Lonza),
suplementado con 10 mL de FBS, 0.2 mL de Hidrocortisona, 2 mL de hFGF-3, 0.5 mL
VEGF, 0.5 mL R3- IGF-1, 0.5 mL de acido ascorbico, 0.5 mL hEGF, 0.5 mL
Gentamicina/ Anfotericina- 1000 U, y 0.5 mL de Heparina; las células fueron cultivadas
en condiciones estandar durante 720h, renovando el medio de cultivo cada 48h. Al

medio empleado en ésta etapa se le denominé medio de especializacién endotelial.

Comparacién de Colageno |

1

yIV. !

Etapa 1

preliminar Comparacion de VEGF :

(10ng-ml™ty 30ng-ml?) I

Etapa piloto: . . |

1™ Etapa @ © Medio de cultivo de v @ Medio de especializacion endotelial.

2% Etapa @ precursoresvasculares.\ >

C

Oh 120h 360h 600 h 840 h

Figura 6. Esquema Temporal del Proceso de Diferenciacién Endotelial. Escala de tiempo
que esquematiza las distintas etapas del modelo de diferenciacion endotelial propuesto,
comenzando con la comparacién del colageno tipo | y IV; asi como las concentraciones de
VEGF (10ng-ml'1 y 3Ong-ml'1) y la aplicacion del medio de cultivo para precursores vasculares;
finalizando con la aplicacion del medio de especializacion endotelial.
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7.4 Inmunocitoquimica

7.4.1 Deteccion de marcadores de pluripotencia

Las CTER, fueron lavadas con PBS (Del Inglés “Phosphate Buffered Saline”) y fijadas
por exposicion directa con paraformaldehido al 4% a temperatura ambiente, durante
15 minutos. Consecutivamente la muestra se lavé con PBS y se permeabilizé con una
solucion de 0.1% de Tritbn 100X en DPBS (Del Inglés “Dubelcco’s Phosphate
Buffered Saline”) sin Ca** ni Mg®* (ATCC), seguido de otro lavado con PBS.
Posteriormente se realizé el bloqueo de los sitios inespecificos con una solucion
compuesta de 0.1% de Triton X100 y 0.5% de suero de cabra en DPBS sin Ca®* ni
Mg®* durante 30 min y un ultimo lavado con PBS. Las CTER, se incubaron a
temperatura ambiente de forma independiente con los anticuerpos Oct % conjugado
con Alexa Fluor 488 y Nanog conjugado con TRITC durante 1h. Los nucleos celulares
se tifieron con DAPI, para la identificaciéon celular. Las muestras se examinaron con el

microscopio de Epifluorescencia Olympus 1X71.

7.4.2 Deteccion de marcadores de precursores vasculares

Los PV en colageno, se lavaron con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4%, a
temperatura ambiente, durante 15 minutos. Consecutivamente la muestra se lavod con
PBS y se permeabilizé con 0.1% de Tritdn 100X en DPBS sin Ca®* ni Mg?*, seguido
de otro lavado con PBS. Posteriormente se realizd el bloqueo de los sitios
inespecificos con una solucion compuesta de 0.1% de Tritdn X100 y 0.5% de suero de
cabra en DPBS sin Ca®* ni Mg®* durante 30 min y un ultimo lavado con PBS.

Las células fueron incubadas a temperatura ambiente, con los marcadores de
precursores vasculares Flk-1 conjugado con PE, y PECAM conjugado con FITC
durante 1h (la tincién se realizd por separado); los nucleos celulares se tifieron con
DAPI para la identificacion celular. Las muestras se examinaron con en el microscopio
de Epifluorescencia Olympus 1X71. Este procedimiento se realizé a las 120h del

proceso de diferenciacion.
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7.4.3 Deteccion de marcadores de células endoteliales especializadas

Las CEE cultivadas en colageno fueron lavadas con PBS vy fijadas con
paraformaldehido al 4% a temperatura ambiente, durante 15 minutos.
Consecutivamente, la muestra se lavé con PBS y se permeabilizé con 0.1% de Triton
100X en DPBS sin Ca** ni Mg®*, seguido de otro lavado con PBS. Posteriormente se
realizé el bloqueo de los sitios inespecificos con una solucién compuesta de 0.1% de
Triton X100 y 0.5% de Suero de Cabra en DPBS sin Ca** ni Mg?* durante 30 min y un
ultimo lavado con PBS. Las células, se incubaron a temperatura ambiente, con los
anticuerpos Flk-1 conjugado con PE, PECAM conjugado con FITC y VE-Caderina
conjugado con PE, durante 1h (la tincidon se realizd por separado); los nucleos
celulares se tifieron con DAPI, para la identificacion celular. Las muestras se
examinaron mediante el microscopio de Epifluorescenccia Olympus 1X71. Este

procedimiento se realiz6 a las a 360h, 600h y 840h del proceso de diferenciacion.

7.4.4 Cuantificacion de la expansion y densidad celular mediante
microfotografias

7.4.4.1 Conteo del area de expansion celular (cm?) en colageno tipo 1y
colageno tipo IV

El proceso de expansion de los precursores vasculares cultivados en colageno | y
colageno |V, fue documentado a través de al menos cinco micrografias para cada uno
de los tiempos de evaluacion del cultivo: 24 h, 48 h, 72 h y 92 h. Con ayuda del
software “Image J” (disponible en el sitio de internet de NIH), se estimo el area (en
cm?) cubierta por células de acuerdo a tincién con DAPI (nuicleos celulares), asi como

el fenotipo celular, en los diferentes tiempos de evaluacién del cultivo.

7.4.4.2 Conteo de la expansion de células pluripotentes y precursores
vasculares.

Una vez que se realiz6é la deteccidon de marcadores de precursores vasculares por
inmunocitoquimica, se adquirieron al menos nueve microfotografias para cada uno de

los marcadores: Oct % (para células pluripotentes), FIk-1 y PECAM (para precursores
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vasculares) a 120 h consecutivo a la etapa de derivacion de precursores. Con ayuda
del software “/mage J”, se estimo el area (en cm?) cubierta por células positivas para
los marcadores mencionados; de la misma manera se calculd el numero de
células:cm™, tomando como referencia el area de una célula tefiida con DAPI en

comparacion al area total cubierta por células en cada uno de los marcadores.

7.4.4.3 Conteo de la expansion de células endoteliales especializadas.

Una vez que se realizd la deteccion de marcadores de células endoteliales
especializadas por inmunocitoquimica, se adquirieron al menos nueve
microfotografias para cada uno de los marcadores: Oct % (para células pluripotentes),
FIk-1 y PECAM (para precursores vasculares) y VE- Caderina (para células
endoteliales especializadas), para cada uno de los tiempos de evaluacion: 360h, 600h
y 840h, consecutivos al proceso de especializacion. Con ayuda del software “Image
J” se estimd el area (en cm?) cubierta por células positivas para los marcadores
mencionados; de la misma manera se calculd el nimero de células-cm™, tomando
como referencia el area de una célula en comparacion al area total cubierta por

células en cada uno de los marcadores.

7.4.5 Citometria de Flujo:

7.4.5.1 Citometria de flujo para determinar marcadores de pluripotencia

Las CTER, cultivadas en medio adherente fueron disgregadas con Tripsina 1X para
recuperarlas como suspension unicelular; lavadas con PBS a través de una
centrifugacion a 1174g durante 4 minutos, posteriormente fueron fijadas con
paraformaldehido al 4% a temperatura ambiente, durante 15 minutos;
consecutivamente la muestra se lavd por centrifugacion con PBS y se permeabilizd
con una solucién compuesta de 0.1% de Triton 100X en DPBS sin Ca®* ni Mg®",
seguido de otro lavado por centrifugacion con PBS. Posteriormente se realiz6 el
bloqueo de los sitios inespecificos con una solucion compuesta de 0.1% de Triton
X100 y 0.5% de suero de cabra en DPBS sin Ca®* ni Mg?* durante 30 min y un ultimo

lavado por centrifugacion con PBS.
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Las CTER, se incubaron a temperatura ambiente, con los anticuerpos Oct %
conjugado con Alexa Fluor 488 y Nanog conjugado con FITC, durante 1h. Las
muestras se examinaron mediante el Citdmetro de Flujo GUAVA Easy Cyte 5HT; los

resultados fueron analizados con el software INCYTE (Merck Millipore).

7.4.6 Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos del conteo del area (en cm?) de expansién celular en
colageno | y colageno IV a 24h, 48h, 72h y 92h se presentan como un promedio de al
menos tres experimentos con desviaciones estandar. Las diferencias significativas
fueron calculadas utilizando una prueba t de student, considerando un valor de p <

0.05 como significativo.

Los datos obtenidos del conteo del nimero de células (células - cm™), Oct %+ (células
pluripotentes), Flk-1+, PECAM+ (PV) y VE- Caderina+ (CEE) a 120h, 360h, 600h y
840 se presentaron como un promedio de al menos tres experimentos con
desviaciones estandar. Para la comparacién entre los marcadores en cada tiempo, las
diferencias significativas, fueron calculadas utilizando una prueba t de student,
considerando un valor de p < 0.05 como significativo. Para la comparacion de los
tiempos, por cada marcador, las diferencias significativas, fueron calculadas mediante

ANOVA de un factor con un valor de a<0.05 como significativo.
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8 Resultados

8.1 Cultivo de Células Troncales Embrionarias de Raton

El subcultivo de las Células Troncales Embrionarias de Ratén, se realizdé cada 48
horas cuando las células alcanzaron el 70% de confluencia, sin embargo se observo
que en pasajes mayores o tardios las CTER llegaban a una confluencia del 70% en
un intervalo menor de tiempo, por lo que fue necesario realizar una dilucion mayor

durante esos subcultivos (Figura 7).

Figura 7. Micrografia de CTER. Se observa la formacion de la monocapa de CTER al
70% de confluencia, a 48 h de cultivo. Escala 50 pm.
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Mediante la cinética de crecimiento (Figura 8), se determiné que el tiempo éptimo para

realizar el subcultivo de las CTER, es de las 48 a las 72 h de cultivo, intervalo en

donde se observa el 50% de desarrollo exponencial y una mayor viabilidad. Posterior

a ese intervalo de tiempo, se observé una rapida muerte celular en la etapa de

decaimiento, de las 144h a 192 h como se observa en las figuras 8 y 9.

La viabilidad celular inicial fue el 100 %; de las 24h a las 120h se mantuvo de entre un

90 % y 100%, sin embargo la viabilidad fue disminuyendo notablemente posterior a

las 120 h de cultivo, llegando a una viabilidad del 20 % a las 192 h de cultivo (Figura 8

y Figura 9).
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Figura 8. Cinética de proliferacion de las CTER. Se indica el numero de

células-cm™ y la viabilidad celular (%).
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Figura 9. Micrografias de la cinética de crecimiento de CTER. Crecimiento de
las CTER durante el proceso de expansion celular, de las 0 h a las 192 h,
observando una etapa desarrollo exponencial (0-72 h), de mantenimiento (96h-
120h) y de decaimiento (144h-192h). Micrografias adquiridas con el objetivo 10X.

Se realizé la cuantificacién de la velocidad especifica de crecimiento, representada
por el simbolo y, asi como el tiempo de duplicacion celular (Td), a partir de los datos
obtenidos en la etapa de crecimiento exponencial (Oh- 96h) de la cinética de

crecimiento (Tabla 2).

Tabla 2. Parametros de comportamiento celular de las CTER. Valores de Velocidad de
Crecimiento y Tiempo de Duplicacion celular en base a la etapa exponencial (Oh- 96h) de la

cinética de proliferacion.

Velocidad de Crecimiento Especifica Tiempo de Duplicacion

0.0638 Células-h’ 10.86 h
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En la inmunocitoquimica de las CTER, se identificaron células positivas para los

marcadores de pluripotencia Nanog y Oct %, como se observa en las microfotografias

)g. .

de cultivo en la Figura 10.

Nan

aog
| ‘ -
3 | ¥ 03020 | —
. -

Figura 10. Micrografias de CTER identificadas por inmunofenotipo. Se observan

CTER Nanog- TRITC+ (Rojo), asi como CTER Oct %- Alexa Fluor 488+ (Verde). La

escala representa 100 uym.
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La expresiéon de los marcadores de pluripotencia fue corroborada por citometria de

flujo. Se realiz6 la adquisicion de al menos 5000 eventos o células para cada una de

las muestras o repeticiones analizadas. De la primera poblacion, 4816 células fueron

positivas para Nanog equivalente a un 93% de células en estado pluripotente. De la

segunda poblacién, 4822 células fueron positivas para Oct % equivalente a un 96.5%

de células en estado pluripotente (parametros indicados en la Figura 11: A; B

respectivamente).

En los histogramas, se muestra una comparacion de las células identificadas con los

marcadores Nanog y Oct %, en contraste a las células blanco como control negativo

(area bajo la curva indicada en color gris), con lo cual se asegurdé las CTER

presentaran un estado pluripotente (parametros indicados en la Figura 11: C; D).

Figura 11. Citometria de flujo de las CTER.
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Identificacion de células que expresan los

marcadores de pluripotencia Nanog — FITC 488 (A;C) y Oct % -Alexa Fluor 488 (B; D); Para

ambos marcadores se observd 298% de células pluripotentes.
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8.2 Diferenciacion hacia linaje endotelial

8.2.1 Derivacién de Precursores Vasculares (Etapa Preliminar).

8.2.1.1 Comparacion de la diferenciacion celular en Colageno Tipo 1y
Colageno Tipo IV

Al realizar la comparacion de la expansion celular en el colageno tipo 1 y colageno
tipo 1V, se observé una clara diferencia en la morfologia celular, en los dos tipos de
matriz. En el colageno tipo I, las colonias celulares, se expandieron en forma de
conglomerados, presentando este fenotipo durante todo el proceso de expansion a las
24h, 48h, 72h y 96h, en contraste la expansién celular, en el colageno tipo IV, en el

cual las células se expandieron en una monocapa, observando claramente una mayor

expansion conservando el fenotipo durante todo el proceso de expansion a las 24 h,
48 h, 72 h'y 96 h (Figura 12).

96h |

Figura 12. Micrografias de precursores vasculares. Comparacion del crecimiento celular en
Colageno IV (C-1V) y Colageno | (C-1), a 24, 48, 72 y 98 horas. Escala 100um.
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En cuanto al area de expansion, se observé que en el colageno tipo |, el area cubierta
por las colonias celulares fue muy baja, presentando un area de expansién celular de
8.9X10° cm? a las 24 h, 1.6 X10™ cm? a las 48 h, 4.0 X10* cm? a las 72 h y un area
de 1.1 X10° cm? a las 96 h. En cuanto al area de expansion celular observada en el
colageno tipo 1V, se observé una cobertura de 2.1 X10* cm? a las 24 h, un area de
1.2 X10° cm? a las 48 h, un area de 1.2 X10° cm? a las 72 h y un area de 1.0 X107
cm?a las 92 h, presentando diferencias significativas en la expansion celular (p<0.05),
entre los dos tipos de Colageno en cada uno de los tiempos de medicion (Figura 13).
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Figura 13. Area de Precursores. Comparacion del Area de expansion celular (cm?) en
Colageno | (C-1)y Colageno IV (C-1V), a 24, 48, 72 y 96h.
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8.2.1.2 Efecto de la concentracion de VEGF en la diferenciacion de
precursores vasculares.

Al realizar la comparacion de la expansion celular, en placas de cultivo pretratadas
con Colageno Tipo IV y dos concentraciones de VEGF (10ng'ml” y 30ng-ml™), se
observd que durante las primeras 120h horas en la etapa de generacion de

precursores, se pudieron presentar algunas diferencias en la expansién celular.

En la induccioén de precursores vasculares expuestos a una concentracion de 10ng-ml
' de VEGF, la expansion celular fue muy parecida, a la expansién de los precursores
endoteliales sometidos a una concentraciéon 30ng'ml™, alas 24 h, 48 h, 72 h, 92 h y
120 h de cultivo, sin embargo al realizar la sustitucion del medio con las dos
concentraciones de VEGF, por el medio de especializacion endotelial EGM-2, a las
144h la cantidad de células en expansién disminuyo6 en el cultivo que fue sometido a

10ng'ml™, en contraste a al cultivo célular sometido a 30ng-ml™ de VEGF.

Posteriormente a las 216h aunque la expansion fue aun menor en el cultivo con
10ng'ml™, no se observa una diferencia notable en el nimero de células expuesto a
30ng'ml” de VEGF.

En los tiempos posteriores 288 h, 360 h, 432 h, 504 h, 576 h, 648 h, 720 h, 792 h y
840 h la expansion celular, fue semejante en los cultivos sometidos a las dos
concentraciones iniciales de VEGF, por lo que al final del proceso de diferenciacion,
no afectd el proceso de expansion y diferenciacion celular (Figura 13). Al término de
ambos procesos de diferenciacion se observd las formaciones de un tipo de
estructuras vasculares primitivas o rudimentarias, como se observa en los recuadros

laterales de la Figura 14.
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VEGF 10ng-ml’

VEGF 30ng-ml”

Figura 14. Células Progenitoras con VEGF a diferentes concentraciones. Comparacién de la
expansion de Precursores Vasculares con VEGF a 10ng-ml™ y 30ng-ml™, a las 24h, 48h, 72h, 92h, 120h,
144h, 216h, 288h, 360h, 432h, 504h, 576h, 648h, 720h, 792h y 840h del proceso de diferenciacion. 10X.
En los recuadros laterales de presenta una ampliaciéon de las microfotografias a 840 h de los procesos de

diferenciacién, indicando la formacion de estructuras vasculares rudimentarias.
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8.2.2 Derivacion de Precursores Vasculares

Para analizar un seguimiento del proceso de diferenciacién hacia precursores
vasculares y células endoteliales especializadas, se adquirieron diferentes
microfotografias para la deteccion de los siguientes marcadores por
inmunocitoquimica: Oct % (células pluripotentes) Flk-1 y PECAM (precursores
vasculares) y VE- Caderina (células endoteliales especializadas), por lo que los
resultados de éste procedimiento mencionado, se presentan en los apartados

posteriores.

8.2.2.1 Derivacion Endotelial a 120h del Proceso de Diferenciacion

Al término de la etapa de derivacion de células precursoras a las 120h del proceso de
diferenciacion endotelial, se detectaron diferentes inmunofenotipos para células
pluripotentes (Oct %+) y precursores vasculares (Flk-1+ y PECAM+). Se detectd una
cantidad importante de células pluripotentes al haber expresado el marcador Oct %,
siendo la superficie marcada por células Oct %, semejante a la superficie total de
células marcadas con DAPI; en este punto se obtuvieron también células Flk-1+ y
PECAMH+, por lo que se determind que ya se encontraban precursores vasculares en
esta etapa, como se muestran en las microfotografias. Se observd que la superficie
cubierta por células Flk-1+, fue mucho menor que la superficie total de células
marcadas con DAPI, al igual que la superficie cubierta por células PECAM+ que de la
misma manera, fue menor que la superficie total de células marcadas con DAPI;

mientras que el control negativo no presenté fluorescencia intrinseca (Figura 15).

Al realizar la cuantificacion de Numero de Células-cm™ (Figura 16), se encontré que al
término de la etapa de generacién de precursores, a las 120h, del proceso de
diferenciacion, el Nimero de Células Oct %+ (1.5x10° células-cm™), fue mayor como
se observé en las micrografias, que el numero de precursores vasculares, sin
embargo el nimero de células Flk-1+ (2.91x10* células-cm™) fue también mayor que
el nimero células PECAM+ (1.1x10" células:cm™), por lo que se presentaron
diferencias significativas (p<0.05) entre cada uno de los marcadores en este punto del

proceso de diferenciacion.
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8.2.3 Derivacion de Células Endoteliales Especializadas

8.2.3.1 Derivacion Endotelial a 360h del Proceso de Diferenciacion
Endotelial

Al término de la primera etapa de derivacion de células endoteliales especializadas a
360h del proceso de diferenciacion endotelial, se identificaron los inmunofenotipos
para células pluripotentes (Oct %+), precursores vasculares (Flk-1+ y PECAM+) y
células endoteliales especializadas (VE- Caderina+). Se obtuvo una baja presencia de
células Oct % +, encontrando aun en esta etapa células pluripotentes, no obstante
también se obtuvieron células Flk-1+, PECAM+ y VE- Caderina+ encontrando
precursores endoteliales y células endoteliales especializadas ya en esta etapa,
observando que la superficie cubierta por células Oct % + ya en este momento del
proceso de diferenciacion, fue mucho menor que la superficie total de células
marcadas con DAPI, en contraste a la superficie de células Flk-1+ y PECAM+, que
aunque fue menor que la superficie total de células marcadas con DAPI, ésta fue muy
similar, para ambos marcadores; en cuanto a la superficie cubierta por células VE-
Caderina+, ésta fue mucho menor que la superficie total de células marcadas con
DAPI; no obstante el control negativo, no presentd fluorescencia intrinseca (Figura
17).

En la cuantificacion del nimero de células:cm? al término de la primera etapa de la
especializacion endotelial a las 360h (Figura 18), se encontr6 que el numero de
células Oct %+ (3.3x10* células:cm™), disminuyd, en comparacién al numero de
células Flk-1+ (8.1x10* células:cm™) y PECAM+ (1.1x10° células-cm™), sin embargo
el nimero de células VE- Caderina+ (4.0x10* células-cm?), fue menor que las
anteriores , por lo que en este punto del proceso de diferenciacion se presentaron
diferencias significativas ( p<0.05) entre el numero de células positivas de cada uno

de los marcadores, excepto entre las células Oct %+ y VE- Caderina+.
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8.2.3.2 Derivacion Endotelial a 600h del Proceso de Diferenciacion
Endotelial

Al término de la etapa media del proceso de derivacién de células endoteliales a 600h
del proceso de diferenciacion, se detectaron los inmunofenotipos para células
pluripotentes (Oct %4+), precursores vasculares (Flk-1+ y PECAM+) y células
endoteliales especializadas (VE- Caderina+). Se encontré que en éste punto de la
diferenciacion, la superficie cubierta por células Oct 34+, ya era muy baja, respecto al
area total de células tefiidas con DAPI, de manera contrastante, la superficie de
células Flk-1+ y PECAM+, fue similar a la superficie total de células marcadas con
DAPI, al igual que la superficie cubierta por células VE- Caderina+, que, fue similar a
la superficie total de células marcadas con DAPI; mientras que el control negativo no

presentd fluorescencia intrinseca (Figura 19).

En la cuantificacion del nimero de células-cm?, a 600h del proceso de diferenciacion
(Figura 20), se encontré que el nimero de células Oct % + (1.5x10* células-cm™)
disminuyo, mientras que Flk-1+ (8.4x10* células-cm™) se mantuvo similar al muestreo
previo; no se detectaron diferencias significativas (p<0.05), respecto al numero de
células PECAM+ (8.2x10* células:cm™), , manteniendo una cantidad muy semejante
de precursores endoteliales en este punto. Por otro lado, el valor de células VE-
Caderina+ (5.8x10* células-cm™), aumentd, presentando diferencias significativas
(p<0.05), respecto a los dos marcadores de precursores endoteliales, en este punto

de diferenciacion.
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8.2.3.3 Derivacion Endotelial a 840h del Proceso de Diferenciacion
Endotelial

Al concluir la ultima etapa del proceso de derivacion de células endoteliales a 840h del
proceso de diferenciacion; se identificaron los inmunofenotipos para células
pluripotentes (Oct 34+), precursores vasculares (Flk-1+ y PECAM+) y células
endoteliales especializadas (VE- Caderina+) + (Figura 20). Se observdé que la
superficie cubierta por células Oct %+, fue practicamente nula respecto al area total
cubierta por células marcadas con DAPI, sin embargo la superficie de células Flk-1+y
PECAM+, también fue menor en comparacion a la superficie de total de células
tenidas con DAPI, para ambos marcadores. Por otro lado el area de células VE-
Caderina+, presentd un area de cobertura muy similar al area de células marcadas
con DAPI; mientras que el control negativo no presentd fluorescencia intrinseca
(Figura 21).

En la cuantificacion del numero de células-cm® a las 840h del proceso de
diferenciacién (Figura 22), se determiné un total de 3.4x10° células-cm? Oct %+,
presentando diferencias significativas respeto a los tres marcadores endoteliales, el
nimero de células Flk-1+ (7.4x10* células-cm™@) y PECAM+ (6.6x10* células-cm?)
mientras que se observé una mayor cantidad de células VE- Caderina+ (7.1x10*
células-cm™), por lo que se corrobord lo observado en las micrografias, al encontrar
una mayor cantidad de células endoteliales maduras en este punto final del proceso
de diferenciacién, sin embargo no se presentaron diferencias significativos entre

ninguno de éstos tres ultimos marcadores.
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8.2.3.4 Dinamica de poblaciones celulares durante el proceso de
diferenciacion endotelial.

Se realizdé una comparacion de la expresion de los diferentes marcadores celulares
(Figura 23). Se observé que a las 120h (posterior el proceso de generacion de
precursores endoteliales), el nimero de células pluripotentes (Oct %+) fue de 1.5x10°
células:cm™, sin embargo a las 360h su cantidad disminuyé notablemente a 3.3x10"
células:cm?® A 600 h 1.5x10* células:cm™ pluripotentes, también se presentaron
cambios respecto al intervalo anterior observando una cantidad de 3.4x10°
células:cm™® a 840 h. Se observaron diferencias estadisticamente significativas
(a<0.05) entre los cuatro tiempos, obteniendo un valor critico para F de 2.9 y una F
calculada de 159.9.

Para los precursores vasculares (células Flk-1+), inicialmente el numero fue reducido
a las 120 h con 2.3x10* células-cm™, ésta cantidad aumenté a las 360h, con 8.1x10*
células-cm™). Posteriormente a las 600h se obtuvo un total de 8.4x10* células-cm™ y
a las 840 h se detecté una cantidad de 7.4x10* células-cm™ menor respecto al tiempo
anterior. Hubo diferencias estadisticamente significativas (a<0.05) entre los cuatro

tiempos, encontrando un valor critico para F de 2.9 y una F calculada de 14.32.

La cantidad de precursores vasculares (células PECAM+), al principio fue
relativamente bajo a las 120h de cultivo con 1.1x10* células-cm™, sin embargo ésta
cantidad de precursores vasculares aumenté a 360 h con 1.1x10° células-cm™
Posteriormente a las 600 h se encontré una cantidad de 8.176x10* células-cm® vy a
las 840 h se encontré una cantidad de 6.601x10* células-cm™, con lo que aumenté en
relacion al tiempo anterior. Hubo diferencias estadisticamente significativas (a<0.05)
entre los cuatro tiempos, observando un valor critico para F de 2.9 y una F calculada
de 72.3.
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En cuanto al numero de células endoteliales especializadas (células VE- Caderina+),
no se detecté a 120h, sin embargo para las 360h del proceso de diferenciacién se

encontré una cantidad de 4.1x10* células-cm™.

El nimero de células aumentoé de forma gradual a las 600h con 5.8x10* células-cm™y
consecuentemente a las 840h con 7.1x10* células-cm™?. Se hallaron diferencias
estadisticamente significativas (a<0.05) en los tres tiempos, encontrando un valor

critico para F de 3.4 y una F calculada para F de 6.5.

A partir de las 360 h de cultivo, se observd que a lo largo del proceso de
diferenciacion, la expresion del marcador de pluripotencia (Oct %) y los marcadores
de células precursoras vasculares (Flk-1 y PECAM) fue disminuyendo, mientras que la
expresion del marcador de células endoteliales maduras o especializadas (VE-
Caderina) fue aumentando. Se realiz6 una comparacion entre las 0 h y las 840 h de
cultivo con los datos obtenidos. A partir del nimero de células-cm™ de cada marcador,
se realizd una extrapolacion de las 840 h a 1080 h de un posible proceso de
diferenciacion extendido (Figura 24). Como se mencioné anteriormente, se observo un
recambio en la expresion de cada uno de los marcadores, encontrando que en las
primeras 120 h existian principalmente células pluripotentes (Oct 3% +), detectando un
mayor numero de células Flk-1+ y PECAM+ de las 360 h a las 600 h con respecto al
marcador de pluripotencia, hallando consecutivamente un mayor numero de células
VE- Caderina+ respecto a la cantidad de Células Flk-1+ y PECAM+.
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9 Discusion

Durante el cultivo y cinética de proliferacion de las CTER se determiné la capacidad
de expansion de éstas células. Posterior a las 96h de la cinética de proliferacion el
numero de CTER-cm™ fue disminuyendo al igual que su viabilidad, quiza porque al
generar una poblacion relativamente grande, éstas fueron agotando los espacios
superficiales y consecuentemente los nutrientes del medio de cultivo, generando los
suficientes metabolitos toxicos, como lactatos y amonio, lo cual se apoya en el cambio
de pH del medio de cultivo, pues se observé un cambio de color rojo (perteneciente al
rojo de fenol) a color amarillo (pH acido) , lo cual pudo haber provocado la muerte
celular al transcurrir los siguientes dias de cultivo tal como lo han reportado
previamente (Fernandes y cols., 2010), disminuyendo asi el numero de células y su
viabilidad, sin embargo seria necesario realizar otra pruebas, para determinar el

efecto preciso de estos metabolitos, sobre la expansion de las CTER.

La identificaciéon de la expresiéon de Nanog y Oct % en las CTER, mediante
inmunocitoquimica y citometria de flujo confirmé su estado pluripotente y su
capacidad de derivar a cualquier linaje de las 3 capas embrionarias. En el 2006 Loh y
cols, reportaron que la capacidad de auto renovacion de las CTER regulada por Oct %
y Nanog esta completamente relacionada con la union de estos factores al gen Myc el
cual es un mediador clave en el mantenimiento de la capacidad de auto renovacion y
la proliferacién celular de éstas células, al participar en el arresto del ciclo celular,
prescindiendo de la fase GO o de latencia, por lo que las células entran en un
constante estado de division celular; consecuentemente este gen es clave para la
activacion de la glucolisis, con el fin de proporcionar energia durante todo el ciclo
celular, ademas de inducir la transcripcion de otros genes que intervienen en el
crecimiento y la proliferacion celular, inhibiendo la apoptosis (Dang y cols., 2006;
Zeller y cols., 2006).
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Durante el proceso de diferenciacion, se identificdé que la morfologia de las colonias
celulares fue muy diferente al utilizar, colageno tipo | y tipo IV. Esto se debe
principalmente a que este ultimo colageno es sintetizado fundamentalmente como un
tipo de matriz extracelular por células endoteliales tanto de estructuras
macrovasculares, asi como de estructuras microvasculares, sintetizando en menor

proporcion colageno tipo | y colageno tipo Il (Howard y cols, 1976).

Por otro lado se ha demostrado, que el colageno | y lll al ser sintetizados, se
depositan principalmente en zonas intersticiales, por lo que no es una proteina
constitutiva de membrana basal; lo cual influyd en la morfologia y expansion de las
células cultivadas en esta matriz, derivando en un crecimiento en un tipo de
conglomerados celulares, mientras que el colageno IV y al depositarse en regiones de
lamina basal del endotelio vascular, funcion6 como una matriz extracelular 6ptima
para la expansion de los PV en monocapa. Por esta razon el cultivo en este tipo de
colageno (IV) permiti6 una mayor expansion in vitro infiiendo que este mismo

proceso, podria ocurrir en eventos in vivo (Kramer y cols., 1984; Sage y cols., 1981).

La expansion celular en colageno tipo IV fue mucho mayor desde las primeras 24 h de
cultivo. Esto puede ser debido principalmente a que el colageno IV incrementa la
proliferacion celular, ademas participa en la reparacion del endotelio dafado, a través
de su relacion con el oxido nitrico; el cual a su vez produce un efecto pro angiogénico,
por lo que esta proteina influye en la formacion de estructuras vasculares,

contribuyendo al proceso de angiogénesis (Wang y Su., 2011).

En cuanto a la comparacion de dos concentraciones del VEGF durante la
diferenciacion endotelial, se observé que posterior a la etapa de precursores, ocurrio
una pérdida de células que formaban la monocapa; posiblemente debido al cambio de
componentes o nutrientes ademas de la de la concentracion del VEGF en el medio de
especializacion endotelial. Sin embargo en las horas subsecuentes de cultivo, se
observo que la monocapa fue repoblada y al final del proceso de diferenciacion se
observaban estructuras microvasculares, o un tipo de microvasos primitivos, en los
cultivos sometidos a ambas concentraciones; esto ha sido reportado con resultados

similares en otras investigaciones realizadas (Kim y cols., 2008).
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Otros autores han reportado que es necesario agregar entre 1 a 10 ng-ml'1 de VEGF
para inducir a un mayor numero de células Flk-1+, ademas de impulsar a una alta
proliferacion celular y que a mayores concentraciones de VEGF (50 ng-ml™), se
observan células agrupadas, con morfologia elongada formando un tipo de

ramificaciones (Hirashima y cols., 1999).

Aunque al final del proceso, como se menciond anteriormente se obtuvieron
estructuras precursoras vasculares, similares a vasos sanguineos, para las células
expuestas a ambas concentraciones de VEGF, se podria ultimar que una
concentracion de 10 ng-ml'1 es suficiente para derivar a precursores endoteliales, sin
embargo es necesario realizar otras pruebas, para corroborar cual seria la
concentracién Optima para generar estos precursores endoteliales, considerando el

menor uso de VEGF debido a su alto costo.

En el ensayo de diferenciacion a las 120h del proceso se detecté un numero elevado
de células Oct % +; lo cual nos indica que en este punto teniamos una importante
cantidad de CP, como se menciond anteriormente, sin embargo en los puntos
posteriores a las 360h y 830h, el nivel de células Oct %+ fue disminuyendo, dando
lugar a un mayor numero de células Flk-1+ y PECAM-1+ y posteriormente a células
VE- Caderina+ por lo que si el proceso de diferenciacion se continuara, la expresion
de este marcador desapareceria, encontrando sélo células positivas para marcadores
endoteliales. A las 120h del proceso de diferenciacién ya se presentaba un numero
importante de células Flk-1+ y PECAM-1+, esto se debid a que al ser marcadores de

precursores se expresan en etapas tempranas del proceso de diferenciacion.

Se ha reportado que Flk-1 comienza a expresarse en un nivel importante desde de las
96h a las 144h aproximadamente, sin embargo en horas posteriores el nivel de
expresion de este marcador de entre las 336 y las 384h disminuye considerablemente
(Kabrun y cols., 1997; Magnuson y cols, 2004). Lo anterior, concuerda con nuestro
ensayo de diferenciacion, en el que posterior a las 360h del proceso de diferenciacion
el numero de células Flk-1+ y PECAM-1+ fue disminuyendo a las 600h y 840h, sin
embargo se considera que si se extendiera el proceso de diferenciacion la expresion
de FIk-1+ no desapareceria pues este marcador esta implicado, como ya se menciono

anteriormente en la vasculogénesis adulta y la angiogénesis, ademas de estar
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relacionado en procesos de vasodilatacion, vasoconstriccion, asi como la

permeabilidad y la adhesion de las células endoteliales (Olsson y cols., 2006).

Se ha reportado que PECAM-1 se expresa continuamente durante el desarrollo
embrionario, desde la etapa de formacion del blastocito (Vittet y cols., 1996), mientras
qgue en otros ensayos de diferenciacion in vitro se ha observado que la expresion de
este marcador no es tan clara en las CTER, presentdndose posterior a las 144h de
diferenciacion, con un nivel alto de expresion de entre las 144 y 192h, disminuyendo
considerablemente su nivel de expresion posterior a las 432h (Magnuson y cols.,
2004). Los datos obtenidos por estos autores coinciden con los resultados obtenidos
en nuestra propuesta de protocolo de diferenciacion, en el cual el numero de células
PECAM-1+ aumento de las 120h a 360h, mientras que la cantidad de estas

disminuyd, posterior a este tiempo.

Durante el desarrollo embrionario la expresion de PECAM comienza a notarse antes
de la formacion de los islotes sanguineos posterior a las 168h y aunque no esta
estrechamente relacionado con la vasculogénesis, este marcador es expresado tanto
en células precursoras vasculares, asi como en precursores hematopoyéticos, por lo
que se expresa notablemente en una célula predecesora a estas dos mencionadas; el
hemangioblasto (Redick y Bautch., 1999; Kim y cols., 2008).

Como se mencioné anteriormente, aunque el numero de células PECAM+, disminuyo
considerablemente a las 600h y las 840h de cultivo, en una simulacion de un proceso
de diferenciacion mas extenso, la expresion de este marcador no desapareceria y se
mantendria en un nivel bajo pero constante. Esta molécula, mas que estar implicada
en eventos de diferenciacion y compromiso endotelial, parece estar implicada
principalmente en la migracion de PV, en eventos de reparacion o formacion de vasos
sanguineos; asi como esta implicada en la migraciéon de monocitos y leucocitos en

eventos de respuesta inmune (Woodfin y cols., 2007).

La expresion nula de VE- Caderina a las 120h se debié a que en esta etapa se
detectaron en su mayoria células pluripotentes (Oct %+) y células precursoras
vasculares (Flk-1+ y PECAM-1+). Este marcador es expresado en etapas tardias en la

Vasculogénesis, posterior a los 7 dias o 168h post coitum y su expresion se encuentra
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restringida a las células de la capa lateral de los islotes sanguineos, las cuales daran
lugar a las células endoteliales y al endotelio de todos los tipos de vasos sanguineos,
siendo indispensable la presencia de éste marcador, para la morfogénesis del plexo

vascular, en ensayos in vivo (Gory- Faure y cols., 1999).

Los aspectos mencionados convergen con los resultados obtenidos en éste estudio
estos aspectos mencionados concuerdan con nuestros resultados y otros ensayos in

vitro, en los que se mimetiza en cierto grado lo que sucede in vivo.

De acuerdo a otros protocolos de diferenciacion in vitro de células troncales, que la
expresion de VE- Caderina comienza después de las 192 h del proceso de
diferenciacion, encontrando una alta expresion, posterior a las 288h, 384h y 480h del
proceso de diferenciacién endotelial (Magnuson y cols., 2004; Hirashima y cols.,
1999). Los aspectos mencionados coinciden con los resultados obtenidos en éste
estudio, puesto que se detectd que la expresion de VE- Caderina a las 360h, 600h y
840h fue aumentando gradualmente; mientras que la expresion de Oct % (células

pluripotentes), FIk-1 y PECAM (precursores vasculares), fue disminuyendo.
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10 Conclusiones

Vi.

Se concluye que la fase exponencial del crecimiento de las CTER es de
24h a 72h con un alto porcentaje de viabilidad (95% - 100%),

considerando el intervalo 6ptimo para realizar el subcultivo.

Se detectaron células Nanog+ y Oct %+ en el cultivo de las CTER, con
un porcentaje de expresion mayor al 96% para ambos marcadores,

confirmando su capacidad pluripotente

Se identificd al Colageno Tipo IV y no al Tipo |, como la matriz éptima
para la expansion y el cultivo de precursores vasculares y células

endoteliales especializadas de raton.

Es posible utilizar una concentraciéon de 10 ng-ml'1 de VEGF, pues es
suficiente para derivar precursores vasculares y células endoteliales

especializadas, en un proceso de diferenciacion.

Durante todo el proceso de diferenciacion se observd un recambio en la
expresion inicial de Oct % por los marcadores endoteliales Flk-1 vy
PECAM, que consecuente mente dio lugar a la expresion de VE

Caderina mayor en la etapa final del proceso.

Es posible derivar progenitores endoteliales y células endoteliales
especializadas, a través del procedimiento de diferenciacion dirigida,
utilizando un medio quimicamente definido, sin la necesidad de utilizar

purificacion magnética.
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