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Capitulo 1

Presentacion

1.1. Presentacion

La diabetes se caracteriza principalmente por una concentraciéon alta de glucosa en
la sangre, desencadenando enfermedades. La diabetes mellitus (DM), principalmente
la tipo 2, es uno de los principales problemas de salud en México, teniendo una pre-
valencia promedio de 14.7%. Las personas mayormente afectadas estan entre los 20
y 79 anos, destacando un gran porcentaje de mujeres en edad reproductiva. La DM
durante el embarazo genera un ambiente desfavorable para el desarrollo embrionario y
fetal, aumentando el riesgo de morbilidad y mortalidad perinatal. La diabetes materna
pregestacional (Diabetes Mellitus tipo 1 o tipo 2) genera un mayor riesgo de defectos de
nacimiento de amplio espectro, entre los que se encuentran los defectos en el desarrollo
del sistema nervioso central, como defectos del tubo neural (NTD, Neural Tube Defects),
anencefalia y espina bifida, asi también como defectos cardiovasculares. La hiperglicemia
altera vias de senalizaciéon y expresion de genes proapoptoéticos, sugiriendo como factor
que interviene en los defectos congénitos. El tubo neural al derivarse de las células tron-
cales neurales (Neural Stem Cell, NSC'), se hipotetiza que en un embarazo diabético, los
NTD resultan de la expresiéon alterada del control del desarrollo de genes, lo que conduce
a la proliferacién y desarrollo anormal de las células del NSC. En particular, la diabetes
materna inhibe la expresion de Pax3, un factor de transcripciéon que se expresa en la
cresta neural y las células neuroepiteliales. Como resultado, la cresta neural cardiaca y
las células neuroepiteliales sufren apoptosis por un proceso que depende de la proteina
p53. Esto proporciona una explicacion celular para los defectos cardiovasculares y NTD
inducido por la diabetes en el embarazo. El estudio de la hiperglicemia en el desarrollo
fetal y sus efectos se han realizado en modelos animales, in vivo en ratones y ratas e in
vitro en NSC y células de la cresta neural de roedores. Por otra parte, no hay informes
en la literatura sobre un modelo basado en células humanas para el estudio de la mater-
nidad y diabetes durante el embarazo. Proponemos las células troncales mesenquimales
extraidas de la gelatina de Wharton de cordéon umbilical humano (hWJMSC) como
modelo celular, porque pueden ser facilmente aisladas de cordones umbilicales de nifios
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de madres normoglucémicas o diabéticas, sin riesgos para el donante o preocupaciones
éticas. Ademéas, hWJMSC representa un poblacién més primitiva que sus homologos
adultos, también retienen caracteristicas de las células troncales primitivas, como la
expresion de células troncales embrionarias, marcadores y capacidad de diferenciacién
multipotente. Por estas razones, hWJMSC podria proporcionar un modelo atractivo y
alternativo para estudiar los mecanismos detras de la diabetes y el embarazo.

1.2. Hipotesis

A mayor concentracién de glucosa en cultivos celulares de hUCWJMSC, menor
proliferacién y aumento en apoptosis.

1.3. Objetivo general

Analizar el efecto de altas concentraciones de glucosa en cultivos celulares de hUCWJMSC
provenientes de hijos de madres normoglicémicas y diabéticas, mediante su aislamien-
to, caracterizacion, proliferacion, apoptosis y expresion de genes, para determinar la
existencia de efectos citotoxicos.

1.3.1. Objetivos particulares

= KEstablecer el cultivo in vitro de hUCWJMSC aisladas de hijos de madres dia-
béticas y normoglicémicas, asi como caracterizarlas por medio de la expresion
de marcadores de células troncales mesenquimales (CD13, CD44, CD73, CD90,
CD105) y la nula o baja expresion de marcadores hematopoyéticos (CD34 y CD45)
y endoteliales (CD31), mediante citometria de flujo e inmunofluorescencia indi-
recta.

= Analizar la proliferaciéon y capacidad de duplicacion de las hUCWJIMSC aisladas
de ambos grupos de trabajo (hijos de madres normoglicémicas y diabéticas), bajo
condiciones crecientes de glucosa, mediante curvas de proliferacion y tiempos de
duplicacion, respectivamente.

= Establecer la diferenciacion de las hUCWJMSC aisladas de ambos grupos de tra-
bajo a células neurales, visualizando la expresiéon de marcadores de troncalidad
(Nestina y SOX2), marcadores de diferenciacion neural (Tubulina SIII y MAP2)
mediante RT-PCR e inmunofluorescencia indirecta.

= Establecer la diferenciacion de las hUCWJMSC aisladas de ambos grupos de tra-
bajo a células adiposas, visualizando las gotas de grasa caracteristicas del tejido
adiposo con tincién rojo oleoso O.
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= KEstablecer la diferenciacion de las hUCWJMSC aisladas de ambos grupos de tra-
bajo a osteocitos, visualizando la acumulacién de calcio intracelular mediante
tincion con Alizarin Red S.

= Analizar la expresion de genes en las hUCWJMSC aisladas de ambos grupos
de trabajo, bajo condiciones de hiperglicemia y tiempos de exposicién diferen-
tes por medio del analisis de la expresion diferencial de genes relacionados con
estrés oxidativo (AMPK, HIFla) y apoptosis (BNIP3, p53) mediante RT-PCR
semicuantitativo.

= Analizar la apoptosis en las hUCWJMSC aisladas de ambos grupos de trabajo,
bajo condiciones de hiperglicemia y control a diferentes tiempos de exposiciéon con
ayuda de Anexina V y IP mediante citometro de flujo.

Motivacion

Los modelos murinos in vivo y los modelos de células troncales neurales o cresta
neural in vitro son ampliamente usados para la investigaciéon de embriopatias diabé-
ticas, principalmente malformaciones congénitas del sistema nervioso central (SNC) y
cardiovasculares. Sin embargo, es poco el conocimiento acerca de los mecanismos en el
humano, ya que es dificil la obtencién de muestras embrionarias humanas, asi como su
uso, debido a las consideraciones éticas y legales de la investigaciéon en humanos. Las
hUCWJMSC al ser células troncales asociadas a tejidos de recién nacido considerados de
desecho y con caracteristicas como: adherencia al plastico, expresién de marcadores de
troncalidad, baja expresiéon o ausencia de marcadores hematopoyéticos y endoteliales,
alto potencial de diferenciaciéon y alta proliferacion in vitro, se consideran con poten-
cial para usar como modelo de investigaciéon. Proponiendo el uso de hUCWJMSC para
la determinacion del efecto de altas concentraciones de glucosa sobre la proliferacion,
apoptosis, diferenciacién neural y expresiéon diferencial de genes contribuyendo en la
comprension de posibles mecanismos que modifican el desarrollo embrionario desenca-
denando malformaciones en hijos de madres diabéticas.

Planteamiento del problema

La DM es quizés una de las enfermedades mas conocidas a nivel mundial, y a pesar
de que ha habido progesos muy notorios en su entendimiento y tratamiento, presenta un
aumento constante en la poblacion, especialmente en los paises en vias de desarrollo. En
la actualidad, las cifras que reporta la Federacion Internacional de Diabetes asciende a
415 millones de personas que la padecen en el mundo, siendo 1 de cada 7 nacimientos en
condiciones de DM [IDF, 2015], aumentando la aparicion de malformaciones congénitas
en el embrién, principalmente las anomalias en el desarrollo del sistema nervioso central
(ADSNC). Para conocer los efectos de la diabetes en el desarrollo embrionario se han
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utilizado modelos in vivo como embriones murinos en etapas tempranas de gestacion
expuestos a altas concentraciones de glucosa o in wvitro células troncales neurales o
de cresta neural de rata y ratéon con y sin ADSNC para analizar los efectos de la
glucosa sobre procesos como la proliferacion, diferenciaciéon, apoptosis, epigenética y
expresion de genes. Sin embargo, es necesario conocer los mecanismos asociados a la
diabetes en el humano, a pesar de los problemas legales y éticos que ésto conlleva.
Por su capacidad de diferenciacion y sus caracteristicas, las hUCWJMSC pueden servir
como modelo de investigacién. En el presente trabajo se cuestiona si concentraciones
de glucosa superiores a las fisiolégicas influyen en proceso celulares especificos como
la proliferacion, diferenciacion (principalmente neural), apoptosis y, expresion de genes
asociados a estrés oxidativo y apoptosis, asi también como si el efecto es dependiente
de la concentracion de glucosa.

Contribuciones

Entre las principales contribuciones es proponer un modelo de investigaciéon humano
de obtencion poco invasiva, disminuyendo asi problemas legales y éticos, ademaés de facil
aislamiento, alta proliferacién in wvitro, baja respuesta inmune al transplante y capaci-
dad de diferenciacién no limitado al linaje mesenquimal. El uso de éstas células como
modelo permitird comprender posibles mecanismos que intervienen en anomalias en el
desarrollo del sistema nervioso central de los hijos de madres diabéticas, ampliando el
panorama en los tratamientos de monitoreo de embarazos de madres con DM. Al am-
pliar la comprensién de los mecanismos asociados a la embriopatia diabética, aumentan
las probabilidades de mejorar los tratamientos, las técnicas de prevenciéon y diagnoéstico,
evitando que se desencadenen complicaciones de la enfermedad como malformaciones
congénitas, dano en é6rganos, trastornos sistémicos o incluso aumentar las probabilidades
de éxito en personas con predisposicion a desarrollar la enfermedad.




Capitulo 2

Marco teodrico

2.1. Diabetes

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénica que se caracteriza por presen-
tar un incremento en la concentraciéon de glucosa plasmatica como resultado de altera-
ciones en la secreciéon de insulina, de la accién de la insulina o de ambas. El resultado
es la apariciéon de hiperglicemia, alteracién de los lipidos y glicacién de las proteinas
que desencadenan otros problemas de salud. La insulina es la hormona producida por el
pancreas necesaria para transportar la glucosa desde la sangre al interior de las células
del cuerpo donde convierte el aziicar, ademas de los almidones y otros alimentos en la
energia necesaria para la vida diaria [NIH-NIDDK, 2017].

Existen diferentes tipos de Diabetes Mellitus debido a una compleja interaccién entre
genética, factores ambientales y alternativas respecto al modo de vida. Los tres tipos
principales son: DM tipo 1 (DM1), tipo 2 (DM2) y gestacional (DMG).

La DM1 (anteriormente llamada diabetes juvenil o dependiente de insulina) se ca-
racteriza por el bajo o nulo desempeno de las células S pancreéticas causado por un
proceso autoinmune, las cuales se encargan de la segregaciéon de la insulina, provocan-
do un déficit de ésta. Las personas que la padecen requieren administraciéon diaria de
insulina para regular la cantidad de glucosa en la sangre. Las causas que la provocan
son desconocidas y actualmente no es prevenible [ADA, 2017].

La DM2 (también llamada no dependiente de insulina) es un grupo heterogéneo de
transtornos que se suelen caracterizar por grados variables de resistencia a la insuli-
na, alteracion de la secreciéon de insulina y un aumento de la producciéon de glucosa.
Constituye el 90% de los casos de diabetes; suele tener un inicio insidioso o silente;
se asocia, generalmente, a obesidad o sobrepeso y sedentarismo. Los principales sinto-
mas comienzan por la apariciéon de hiperglicemia, alteracion de los lipidos y glicacién
de las protefnas, desencadenando sintomas desde pérdida de peso, sed excesiva, ganas
desmedidas de orinar, hambre constante, cambios en la visién y fatiga, hasta enferme-
dades del corazon, ceguera, enfermedades renales y amputacion. Entre los factores de
riesgo mas importantes son la edad, el sexo, la obesidad (particularmente la obesidad
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abdominal), la baja actividad fisica y un historial familiar de diabetes [WHO, 2016]. El
riesgo de desarrollar DM es del 40 % cuando uno de los padres tiene DM2 y casi el 70 %
cuando ambos padres estan afectados. Debido a los complejos patrones de herencia e
interaccién con el medio ambiente, la identificaciéon de los genes implicados en la DM?2
es un desafio. Sin embargo, durante las tltimas décadas, se han aplicado estudios de
vinculacién y estudios de asociaciéon de genes candidatos, estudios de asociaciéon de ge-
noma completo (GWAS), estudios de exoma y secuenciacion de genoma completo en la
busqueda de antecedentes genéticos. Se han encontrado genes candidatos para la DM2
mediante analisis de ligamiento: CAPN10 (calpaina 10) identificado por primera vez
en un estudio de mexicoamericanos, TCF7L2 (factor de transcripcion 7, como 2) que
codifica un factor de transcripciéon que media en la via de senalizacion Wnt, PPAR~y
que codifica el receptor gamma activado por el proliferador de peroxisoma, un miembro
de la superfamilia del receptor hormonal nuclear que regula la transcripciéon de varios
genes, y especialmente los especificos del tejido adiposo, KCNJ11 (canal de rectificacion
interna de potasio, subfamilia J, miembro 11) codifica la subunidad del canal de po-
tasio sensible al ATP, que desempena un papel importante en la secreciéon de insulina
[Stancakova, 2016].

La DMG es una condicién temporal que se caracteriza por la intolerancia a la glucosa
en cualquier grado, inicia o es inicialmente diagnosticada durante el embarazo y a largo
plazo el riesgo a desarrollar DM2 aumenta. Durante el embarazo, la placenta produce
varias hormonas que se oponen al efecto de la insulina y producen un incremento en los
niveles de glucosa. El efecto hormonal, aunado al incremento normal de peso durante el
embarazo predisponen a la diabetes. Se considera DMG cuando los valores de glucosa
en sangre estdn por encima de la normalidad pero todavia estan por debajo de los
considerados para la DM2. Las mujeres con hiperglicemia detectada durante el embarazo
corren un riesgo mayor de resultados adversos en el embarazo o parto|[ADA, 2017].
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Tabla 2.1: Tabla de umbrales de diagnosticos para la Diabetes Mellitus y las enfermedades

prediabéticas [Williamson and Snyder, 2012].

Categoria Glucosa plasmatica | Glucosa plasmatica a | HbAlc @
en ayunas las 12h

Normal <100mg/dL <140mg/dL <5.7%
(5.6mM) (7.8mM)

Alteracion de la glucosa | 100-125mg/dL  (5.6-

basal 5.9mM)

Alteracion de la toleran- 140-199mg/dL  (7.8-

cia a la glucosa 11mM)

Aumento del riesgo 5.7-6.4 %

Diabetes Mellitus >126mg/dL (7mM) | >200mg/dL 6.5 %

(11.1mM)

“Hemoglobina glucosilada Aic

2.1.1. Epidemiologia

Datos de la IDF reporta 415 millones de personas con diabetes en el mundo, donde
mas del 80 % de las muertes por esta enfermedad se registraron en paises con ingresos
medios y bajos. En México hay un 14.7 % de prevalencia promedio, siendo la edad entre
20 y 79 afos la méas afectada con un aumento en la prevalencia a 15.8% y la mas alta
a nivel mundial. Se estima que en la regién de Ameérica del Norte y Caribe hay 44.3
millones de personas con diabetes, de los cuales 13.3 millones no estan diagnosticados
[IDF, 2015].

Nuestro pais ocupa el 6to lugar a nivel mundial en ntimero de personas con diabetes,
el ler lugar en mortalidad en América Latina y el 3er lugar en el mundo [Arredondo
et al.,2016].

Los principales factores de riesgo de la DM son edad mayor de 45 anos, sobrepeso,
antecedentes de DM en familiar de primer grado, inactividad fisica habitual, permanen-
cia a un grupo étnico o racial de riesgo elevado, antecedente de parto de hijo de mayor
o igual que 4.1kg de peso o de DM gestacional, hipertensiéon, dislipidemia, alteracién
de la tolerancia a la glucosa o alteracion de la glucosa basal [Williamson and Snyder,
2012].

Por otra parte, en 2012, la diabetes gener6 costos a nivel mundial de aproximada-
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Figura 2.1: Mapa de % de prevalencias ajustadas a la edad de 20-79 anos. Mapa de
América del Norte y Caribe indicando mediante tonalidad de colores los porcentajes de

prevalencia de Diabetes, observando que México es el mas alto con 15.8% [IDF, 2015]
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mente $471,000 millones de délares en gastos en salud. En 2013, la Fundacién Mexicana
para la Salud publico el estudio Carga Econémica de la Diabetes Mellitus en México,
en el cual se desglosan los costos econémicos de la atenciéon de éste padecimiento en
nuestro pais. El estudio englob6 los costos directos asociados al gasto en atenciéon mé-
dica (incluyendo servicios médicos y medicamentos), y los costos indirectos, es decir,
aquellos relacionados con el efecto que tienen la mortalidad prematura y la poca parti-
cipacion de una persona en el mercado laboral y su desempeno en el mismo. El anélisis
de Funsalud revel6 que para 2013 la carga econémica de la enfermedad, considerando
los costos directos e indirectos se estimé en $362,859.82 millones de pesos, lo que en ese
periodo equivalio a 2.25% del PIB [Arredondo et al., 2016].

2.1.2. Diabetes en el embarazo

La hiperglicemia en relaciéon con los embarazos de mujeres con DM, se asocian con
un aumento del crecimiento fetal y la morbilidad perinatal. En estudios con animales, la
hiperglicemia intrauterina aumenta el riesgo de tolerancia anormal a la glucosa, diabetes,
sobrepeso y resistencia a la insulina en la descendencia |Indians and Indians, 2008]. A
pesar de los estudios en animales, todavia existen dudas sobre el impacto a largo plazo
de la hiperglicemia intrauterina en los seres humanos.

Durante el embarazo se producen cambios metabdlicos maternos para permitir la
adaptacion entre la modalidad de alimentaciéon intermitente de la madres y continua fe-
tal. A través de la placenta: la glucosa, principal fuente energética fetal es transportada
por mecanismo de difusion facilitada, por lo que los niveles glicémicos del feto varian en
funcién directa a los niveles glicémicos maternos. Los aminodcidos son transportados
activamente para permitir la sintesis proteica adecuada, esencial para el crecimiento
fetal. Los lipidos pasan a la placenta como acidos grasos libres (AGL) y cuerpos ceto-
nicos de acuerdo a niveles plasmaticos maternos. Durante los periodos post-pandriales,
la elevaciéon de la insulina y la glicemia materna, junto con la supresion relativa de
glucagon y elevacion de las lipoproteinas transportadoras de triglicéridos (VLDL), pro-
ducen una acentuacion de todos los fenémenos anabdlicos a la unién feto-placentaria
(“Anabolismo facilitado”), pero facilitando, a su vez, una condicién diabetogénica para
la madre. Ademéas de existir un aumento progesivo de hormonas y citoquinas produci-
das por la placenta y, un aumento progesivo de los AGL, lo que lleva al aumento de
insulinoresistencia progresiva en el curso del embarazo |[Araya, 2009].
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Figura 2.2: Accidn diabetogénica producida en el embarazo. Hormonas y citoquinas pro-

ducidas por placenta y su efecto en el cuerpo de la madre. [Araya, 2009]

Durante el embarazo, el pancreas estd sometido a una mayor exigencia de adapta-
cién, pueden producirse diversos grados de alteraciéon del metabolismo de los carbohi-
dratos; que estarian determinados genéticamente y podrian manifestarse por primera
vez durante el embarazo (DMG) o agravarse en pacientes con diabetes pre-existente
(DM1 y DM2).

La diabetes pregestacional expone al feto a concentraciones elevadas de glucosa,
durante el primer trimestre del embarazo; los sistemas mas frecuentemente afectados
son el musculo-esquelético (hipoplasia de costillas y vértebras, sindrome de regresion
caudal), cardiaco (defectos septales y del tracto de salida), sistema nervioso central y
tubo neural (hidrocefalia, anencefalia, espina bifida, holoprosencefalia), gastrointestinal
(atresias esofagica, anal y rectal, gastrosquisis) y genitourinario (agenesia o aplasia renal,
rinén quistico, hidronefrosis, duplicacion de uréteres) [Arteaga et al., 2008|. Ademas, los
hijos de madres diabéticas podrian tener consecuencias a largo plazo como enfermedad
coronaria, hipertension arterial cronica, dislipidemia, obesidad y DM2 [Clausen et al.,
2013].

El mal control de glicemia preconcepcional en el primer trimestre de embarazo au-
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menta las malformaciones congénitas, en 10 veces; la mortalidad perinatal es 4-7 veces
mayor y los recién nacidos tienen una mortalidad 3 veces mayor, en los primeros meses
de vida que en los hijos de madres no diabéticas o diabéticas bien controladas [Araya,
2009].

Los efectos adversos de la hiperglicemia en el feto se han descrito desde hace mucho
tiempo, miiltiples estudios han demostrado que no solo la morbilidad sino también la
mortalidad perinatal esta definida por el control glucémico de la madre [Network, 2013].

Existen tres mecanismos principales que regulan la exposicion fetal a los nutrientes
maternos: la transferencia placentaria directa, el consumo de placenta y la conversién
de la placenta en fuentes alternativas de energia. Aunque la transferencia directa se
considera a menudo como la via predominante en la regulacién de intercambio fetal,
la placenta tiene una actividad metabélica alta, que se ve afectada por un ambiente
obesogénico y /o diabetogénico. Las alteraciones en el metabolismo de la placenta pueden
servir como un punto de control para regular la exposicion fetal y, en tltima instancia,
determinar el grado de influencia que el metabolismo materno anormal tiene sobre el
crecimiento y desarrollo fetal [Gallo et al., 2017].

En embarazos complicados por obesidad y/o diabetes, la glucosa parece ser el sus-
trato energético preferido para el metabolismo de la placenta, su captacién aumenta
en ambos estados. El transporte y el metabolismo de la glucosa, sin embargo, no son
meramente modulados por la glucosa materna per se, sino que probablemente involu-
cren una interacciéon compleja y dindmica con los factores de crecimiento fetal y otros
sustratos energéticos. El procesamiento y la transferencia de lipidos por la placenta se
ven influenciados de manera compleja por el IMC y el estado de glucosa. Mientras que
un aumento en los lipidos maternos parece ser el sustrato predominante para conducir
la macrosomia fetal en el sobrepeso materno, la obesidad y/o la diabetes, el aumento
combinado de todos los combustibles probablemente contribuya al aumento del riesgo
de resultados fetales adversos |Gallo et al., 2017].

2.1.2.1. Malformaciones congénitas y factores genéticos

Las malformaciones inducidas por el embarazo diabético surgen en las etapas més
tempranas de la organogénesis, que corresponden aproximadamente a las primeras 8
semanas de gestacion humana. Practicamente cualquier sistema de 6rganos esta sujeto
a una malformacion, pero el tubo neural y el corazén se afectan con mayor frecuencia
[Mills et al., 1979]. Estudios en animales han revelado que los embriones bajo condiciones
hiperglicémicas exhiben altos niveles de estrés oxidativo como resultado de la produccién
aumentada de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la capacidad antioxidante alterada.
El estrés oxidativo activa un conjunto de intermediarios de senalizacion de la cinasa pro-
apoptoética que conduce a la muerte celular anormal en el tubo neural embrionario, que
causa la formacion de DTN [Yang et al., 2015].

Hay muchos genes en los que la diabetes materna puede inhibir la expresion y
provocar defectos en otros 6rganos o contribuir a la DTN. Sin embargo, dado que Pax3
codifica un factor de transcripciéon que se expresa en neuroepitelio, cresta neural y
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mesordermo, convierte al gen en esencial para el desarrollo, produciendo un DTN si su
expresion sola se reduce por debajo de un umbral critico |Li et al., 2005].

La etapa de desarrollo post implan-
tacién temprana es vulnerable para la
induccion de DTN, ya que es justo antes
del desarrollo del sistema circulatorio y
coincide con una etapa de desarrollo en
la que el embridén es relativamente hipo-
xico (2-8% de Oy, en comparaciéon con
20% en circulacion arterial materna).
El suministro de Oz es limitado por di-
fusion, y la masa creciente del embrién
provoca un estado de hipoxia fisiologi-
ca que activa los genes que inducen la
formacion del sistema circulatorio. Por
lo tanto, un ligero aumento en el me-
tabolismo de la glucosa oxidativa como
resultado del aumento de la administra-
cion de glucosa al embriéon puede ace-
lerar la utilizacién de Oy antes de que
el establecimiento del sistema circula-
torio pueda aumentar la administracion
de 02.

Esto podria conducir a un estado de
hipoxia que exceda la hipoxia fisiologica
que es parte del desarrollo normal. La
hipoxia puede estimular la producciéon
mitocondrial de O3 en los complejos 11 y
III. Por lo tanto, es posible que el estrés
oxidativo en el embrién sea el resultado,
al menos en parte, de la producciéon de
superoxido dependiente de la hipoxia,
como consecuencia del agotamiento de
05 por el aumento de la oxidacién de la
glucosa [Li et al., 2005].

Estudios en embriones de roedores
han demostrado que las ROS aumen-
tan por la diabetes materna o el culti-
vo con alto contenido de glucosa y que
la administracion de antioxidantes (Vi-
tamina E, vitamina C, butilhidroxito-
lueno (BHT), el precursor de glutation
(GSH), N-acetilcisteina) o la sobreex-

Figura 2.3: Mecanismo por el cual la hiper-
glicemia conduce a las dismorfogénesis. AMPK:
AMP-dependiente de cinasa, GSH:GLutation
reducido, H20y: Peroxido de hidrogeno, AO:
Antioxidante, Oy: Radical superdxido, p53: gen

supresor tumoral. [Clapés et al., 2013].
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presion transgénica de la superéxido dismutasa de Cu?t/Zn?* puede prevenir los de-
fectos del desarrollo inducidos por la hiperglicemia, indicando que el estrés oxidativo
inducido por hiperglicemia juega un papel causal en los defectos congénitos inducidos
por la diabetes [Chang et al., 2003].

La proteina quinasa AMPK se activa en condiciones en las que la relaciéon de AMP a
ATP aumenta, que ocurre en la hipoxia. La generaciéon mitocondrial de HoOs también
puede estimular la activacion a través de la produccion del radical hidroxilo (OH ™). Al
activarse, AMPK puede traslocarse al niicleo y regular la expresion génica fosforilando
las proteinas nucleares, como el factor inducible por hipoxia (HIFl«). Sugiriendo que
AMPK podria mediar los efectos del estrés oxidativo provocado por la hiperglicemia
materna al alterar la expresion de genes especificos de control del desarrollo y por lo
tanto, conducir a malformaciones [Wu et al., 2012].

El gen Pax3 controla la proteina p53, estimulando su degradacién uniéndola a varias
moléculas de ubiquitina. Cuando se reduce la expresion del gen Pax3, la proteina p53
no esta regulada y la apoptosis aumenta [Clapés et al., 2013].

Aunque existe evidencia de un fuerte componente genético en la responsabilidad
individual de los defectos del tubo neural en humanos, atin se sabe poco sobre la natu-
raleza de estos genes de riesgo, como interactiian entre si, cuantos genes de riesgo estan
presentes en promedio en cualquier individuo afectado, si los mismos genes de riesgo son
compartidos por todas las poblaciones, o cuan frecuente es cada gen de riesgo [Harris
and Juriloff, 2010].

Las anomalias dismorficas inducidas por la diabetes se han atribuido al aumento
de la apoptosis, la perturbacién de la sintesis y el metabolismo de las prostaglandinas,
la deficiencia de lipidos de la membrana, estrés oxidativo y el metabolismo alterado en
general en el embrién. Se realizaron estudios con el fin de identificar los genes y las vias
afectadas por la diabetes materna, realizando un perfil de expresion génica de embriones
de raton expuestos a la diabetes utilizando microarreglos de oligonucleétidos. Entre los
genes identificados, asociados a DTN, estan: HIF1la, PDGFRA, TWSG1, ADAMI10,
TGFprl, TFRC y VCL [Pavlinkova et al., 2009].

Ensayos muestran que la hiperglicemia podria aumentar la acumulacién de p53,
dando lugar a DTN. La hiperglicemia aumenta el estrés oxidativo en los embriones
y provoca una mayor expresion de pb3, lo que lleva a un aumento de la apoptosis
neuroepitelial y defectos del tubo neural. Ademés de la apoptosis, la diferenciaciéon
anormal de los células troncales neurales (CTN) también se ha asociado con DTN,
modificando la neurogénesis y gliogénesis [Jia et al., 2008].

HIF1a es un factor de transcripcion esencial que media la adaptacion de las células
a bajas tensiones de oxigeno, esta regulado por hipoxia e hiperglicemia. El proceso de
estabilizacion de HIF 1o por hipoxia es claro [Wang et al., 1995]; sin embargo, los me-
canismos que subyacen al potencial efecto nocivo de la hiperglicemia en HIF 1« todavia
son controvertidos. La glucosa y HIF1la pueden influirse mutuamente: HIF1a induce
la expresion de enzimas glucoliticas y el metabolismo de la glucosa afecta la acumula-
cion de HIF1la en algunas células. El mecanismo podria ser explicado por el papel del
metilglioxal en el deterioro de la estabilizaciéon de HIF1la y la capacidad de transacti-

13



2. MARCO TEORICO

vacion, el efecto negativo de ROS en HIF1q, el papel de la osmolaridad y la actividad
del proteosoma [Xiao et al., 2013|.

Se ha observado un aumento de la apoptosis mediante la expresién aumentada de
varios genes proapoptoticos, incluidos p53, BNIP3 y BID en el cerebro de embriones
de ratones diabéticos. Estas proteinas proapoptoticas actiian inhibiendo proteinas an-
tiapoptoticas tales como BCL2 y BCL-XL, que protegen a las neuronas inmaduras de
la muerte. Por otro lado, la diabetes materna parece disminuir el indice mitotico en el
tubo neural craneal. Se ha demostrado previamente que la exposiciéon a niveles eleva-
dos de glucosa inhibe la progresiéon del ciclo celular en células madre neurales, células
endoteliales de microvasos y células mesangiales, asociado con la disminucién de genes
implicados en la proliferaciéon celular, como IGF2 y TGF/32. Sugiriendo que la gluco-
toxicidad causada por la diabetes materna altera la progresiéon del ciclo celular en el
tubo neural craneal al regular la expresiéon de genes implicados en la apoptosis y la
proliferaciéon celular que posteriormente pueden dar lugar a malformaciones del tubo
neural en embriones de ratones diabéticos [Jiang et al., 2008].

Functional category #ofgenes % of total Gene Symbol

Transcription factors 15 12 Bcllla, Citedd, Crebl, Crsp, Hifla, KIf9, Lin28, Nsd|, Rblccl, Rnfl4, Zfa, Zfp60, Zip294,
Z{p385, 2610020008Rik

DNA-binding/chromatin 8 6 Atrx, Bazlb, Exodl, HistIh2be, Hmgal, MsI31, Setdbl, Top2b

Signal transduction 5 12 Aplgl, Ariddb, Gadl, Grbl0, Mapk!0, Phip, Pik3c2a, Pkia, Ptp4a3, Ptprs, Rabgap!, Rph,

Stam2, Ywhag, Zcsl3

Cell surface, incl. receptors 13 10 Agtr2, Aplp2, Cxadr, Efnb2, Epha3, Ghr, Gpré5, llést, legav, Pdgfra, Peprk, Sema3a, Tgfbr|

Extracellular matrix/adhesion 9 7 Adaml0, Crse, Hsést2, Ndstl, Ogt, Pedh |8, Pxn, Sellh, Twsgl

Cytoskeleton/microtubules 10 8 Dex, Dnml|, Epb4.112, Gmfb, Kifl |, Mtap2, Sncg, Tubb2b, Tubb2e, Vel

RNA-binding 7 6 Arl5a, Depla, Pabpel, Rpc2, Rodl, Sfrs2, Syncrip

Transporter/channels 9 7 Abeb7, Aqr, Cacna2dl, Mbtps|, Slc2al, Slel6a3, Slc25a22, Stx 17, Tm3sf3

Metabolism/enzymes 6 5 Aldh!8al, Blvrb, Gmpr, Pfkl, Tnks2, Upp!

Lipid metabolism 6 5 Etnkl, Hdlbp, Scd2, Sgpl!, Sptlcl, Stom

Metal-ion homeostasis 3 2 LOCe69660, Mc2, Tfre

Protein catabolism 9 7 Arih2, Neddd, Suptléh, Usp7, Uspl2, Eif3s10, Gopc, Lin7c, Vps35

Cell cycle/apoptosis 3 1 ApiS, Bircd, Kras

Other 6 5 Dysf, lvnslabp, Pelpl, Plekhas, Trim2, Trim44

Unknown 7 6 Heatrl, BC0&7396, 1300007C2IRik, 6330503C03Rik, 6330527006Rik, 6330578E17Rik,
LOC640370

total 126 100

Figura 2.4: Genes afectados en embriones por diabetes materna clasificados segin su

funcion. [Pavlinkova et al., 2009]

El estrés oxidativo activa un conjunto de intermediarios de senalizaciéon de la cinasa
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pro-apoptoética que conduce a la muerte celular anormal en el tubo neural embrionario,
que causa la formacién de DTN. El trabajo en modelos animales también ha revelado que
la diabetes materna desencadena una serie de intermediarios de senalizacion: isoformas
de proteina quinasa C (PKC), PKCa, SII y 7; apoptosis reguladora de la senal quinasa
1 (ASK1), c-Jun-N-terminal quinasa 1/2 (JNK1/2), caspasa y apoptosis [Yang et al.,
2015]

La hiperglicemia activa multiples vias metabolicas que producen ROS. La produc-
cion de radicales superoxido mitocondriales es la via central en la que convergen cinco
vias principales, activadas en condiciones de hiperglicemia: 1) glicosilacion de la pro-
teina no enzimaética que produce productos finales de glicosilacion avanzada (AGE);
2) aceleracion de la ruta del poliol (controlada por la enzima aldosa reductasa) con
la consiguiente disminuciéon de NADPH, el cofactor de la enzima antioxidante gluta-
tion reductasa y otros productos intermedios; 3) aumento de la actividad de la ruta
de hexosaminas, en la que se forma N-acetilglucosamina; 4) expresion aumentada del
receptor AGE y sus ligandos; y 5) activacion de isoformas de proteina quinasa C. El
estrés oxidativo afecta el desarrollo embrionario, aunque no por un efecto genotéxico
directo, como se pensaba sino que afecta la expresiéon adecuada de algunos genes ca-
racteristicos de las diversas etapas del desarrollo embrionario. Cada gen afectado tiene
sensibilidad especifica a las condiciones hiperglicémicas y cambios en el estado redox
celular. La manera en que el estrés oxidativo afecta el funcionamiento celular incluye,
establecimiento de hipoxia en el embrién, aumento en la produccién de radicales super-
oxido, disminucién de la biodisponibilidad de antioxidantes y el consiguiente aumento
de ROS y estrés oxidativo, produciendo una reduccién en la expresion del gen PAX3
[Clapés et al., 2013|

2.1.3. Epigenética

La epigenética se define como “el estudio de cambios en la funcién genética hereda-
ble mitdéticamente y/o meidticamente y que no implica un cambio en la secuencia de
DNA". Estos cambios estan influenciados por factores ambientales y pueden modular la
expresion génica independiente de la secuencia de DNA mediante alteraciones quimicas
del DNA (metilacién), de histonas (metilaciones, acetilaciones/desacetilaiones, fosfo-
rilaciones y ubiquitilaciones) y configuracion de la cromatina (complejos enzimaticos
remodeladores dependientes de ATP) [Jaenisch and Bird, 2003].

La metilacion del DNA consiste en la introducciéon de grupos metilo, normalmen-
te en citosinas que van seguidas de guaninas (sitios CpG). En los genomas adultos de
vertebrados el 80 % de los sitios CpG estan metilados, pero existe un tipo especial de se-
cuencias ricas en CpG, denominadas “islas CpG"que permanecen siempre no-metiladas,
ubicadas en regiones promotoras de los genes de expresion constitutiva y tejido especifi-
co. En la inmensa mayorfa de los casos, la metilaciéon de las islas CpG de los promotores
supone la inactivaciéon génica, ya sea bloqueando la union de factores activadores de la
transcripcion o, a través de proteinas de unién a DNA metilado (Methyl CpG binding
proteins: MECP2, MBD1-4, KAISO, etc) que actuan como represores transcripcionales
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capaces de atraer co-represores, deacetilasas de histonas, etc. Las regulaciones epigenéti-
cas pueden verse influenciadas por factores ambientales tales como la edad, la obesidad,
la actividad fisica y la dieta [Wu et al., 2004].

Mediante estudios epidemiolédgicos, se pensaba que la exposicién a un entorno in-
trauterino hiperglicémico aumenta el riesgo de desarrollar obesidad, DM2 y sindrome
metabolico, entre otras enfermedades cronicas, méas adelante en la vida. Sabiendo que
las modificaciones epigenéticas median las interacciones genético-ambientales, que con-
ducen a cambios persistentes en la regulacién génica y las vias metabdlicas.

En estudios recientes, se ha demostrado que el exceso de glucosa aumenta la acetila-
cion de histonas en células de mamiferos, mientras que el exceso de donantes de metilo
aumenta la metilacion de ADN /histonas en la descendencia, proporcionando evidencia
de la relacion entre hiperglicemia materna (o dieta) y epigenoma fetal. Recientemente,
se han identificado microARN sensibles a la glucosa tales como miR-26a, miR107 y
miR-16 que muestran una expresién aumentada en condiciones de glucosa alta, lo que
sugiere que los mecanismos epigenéticos podrian activarse por hiperglicemia. Ademas,
se ha demostrado que los factores epigenéticos regulan la expresion génica de los genes
de control del desarrollo y la especificaciéon del destino de las CTN, aumentando el ries-
go de DTN [Sukanya et al., 2012]. En otros estudios, se ha encontrado una metilacion
diferencial entre los casos de diabetes y los controles en varios loci asociados con la
diabetes tipo 2, como PPAR~y, KCNQ1, TCF7L2, IRS1 y FTO [Stanc¢akova, 2016].

2.2. Embriogénesis

El desarrollo prenatal se extiende un promedio de 280 dias o 40 semanas, donde se
identifican 2 etapas: la embrionaria, que inicia desde la fecundacién hasta el final de la
8va semana de gestacion y, la fetal, que abarca desde que termina la etapa embrionaria
hasta el nacimiento.

La fecundacion es el momento en el que la cabeza del espermatozoide se introduce
en el 6vulo, forméndose el llamado cigoto o huevo fecundado. Los nucleos del 6vulo y
del espermatozoide se fusionan para que el contenido genético sea de 46 cromosomas.
La fecundacién sucede por lo general en el ultimo tercio de la trompa de Falopio.

La segmentacion consiste en una serie de divisiones celulares asincréonicas que expe-
rimenta el huevo fecundado. Luego de transcurridas aproximadamente 30 horas desde
el momento de la fecundacion, el cigoto realiza su primera mitosis, dando lugar a dos
células, llamadas blastomeros, los cuales son células indiferenciadas y totipotentes (es
decir, cada célula es capaz de generar a un individuo completamente normal). Los blas-
témeros pierden su totipotencialidad en el momento de la compactacién. Después de
completar 8 células, se constituye una moérula y se inicia el proceso de compactacion.
Cuando la morula se encuentra en el itero aproximadamente 4 dias después de la fecun-
dacion (pero antes de implantarse) ingresa al interior de ella, liquido proveniente de la
secrecion de las glandulas endometriales. A medida que éste liquido aumenta, aparecen
espacios que confluyen para formar una cavidad central. A este proceso se le denomina
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cavitacion. Se forma asi el blastocisto (células puripotentes, capaces de generar todos
los tejidos del embrion), el cuél esta constituido por un embrioblasto que originara al
embrién, y una pared que es el trofoblasto, el cual originard parte de la placenta y
anexos embrionarios, ademéas de una cavidad central (Carlson, 2014).

La implantacion consta de tres fases distintas, relacionadas y consecutivas, deno-
minadas aposicién, adhesioén e invasion. Durante la aposicion, el blastocisto encuentra
su lugar de implantacién, el lugar normal de contacto es la parte superior de la pared
posterior del cuerpo del tutero. En la fase de adhesion se produce el contacto directo
entre el epitelio endometrial y el trofoblasto del blastocisto, con lo que el embrién queda
inicialmente “pegado al dtero”. Finalmente, durante la invasion el trofoblasto embrio-
nario penetra y destruye el epitelio endometrial, y la membrana basal introduciéndose
poco a poco en el estroma uterino e invadiendo los vasos uterinos. Paralelamente en
el endometrio de algunas especies se desencadena la reaccién decidual, generandose asi
una “capa compacta” de células que acumulan glucégeno y lipidos. Cuando el blastocisto
invade el endometrio, el trofoblasto se diferencia en dos capas: una interna de limites
celulares definidos llamada citotrofoblasto y otra externa sin limites celulares que se
llama sincitiotrofoblasto, el cual, ademas de invadir el estroma endometrial, secreta la
gonadotrofina coriénica (CG), hormona que mantiene el cuerpo liateo funcional duran-
te el desarrollo embrionario. Mientras, en la regién del nudo embrionario, comienzan
a diferenciarse las células del hipoblasto que constituirdn transitoriamente la hoja in-
ferior del embrién. En la parte superior del nudo embrionario aparece un espacio que
corresponde al inicio de la formacién de la cavidad amnidtica. De esta manera, se forma
el embrién bilaminar, constituido por una hoja superior llamada epiblasto y una hoja
inferior llamada hipoblasto. El epiblasto que constituye la hoja superior del embrién
forma el piso del amnios. El hipoblasto que es la hoja inferior del embrién constituye el
saco vitelino (Rojas et al., 2007).

La gastrulacion consiste en una serie de movimientos celulares destinados a la for-
macién de una hoja embrionaria denominada mesodermo. La gastrulaciéon involucra sélo
al disco embrionario, no al trofoblasto. Primero se forma la linea primitiva, que aparece
como un engrosamiento en el extremo caudal del epiblasto, y define los lados derecho e
izquierdo del embrién, debido a la convergencia de células hacia el plano medio. Luego
estas células se invaginan formando el surco primitivo. Cuando esto sucede, las célu-
las del epiblasto pierden sus caracteristicas de epitelio y adquieren forma mesenquimal
(forma estrellada y capacidad de migrar individualmente). La migracion de las células
durante la gastrulacién forma el mesodermo intraembrionario. Este proceso se ve faci-
litado por el 4cido hialurénico, elaborado previamente por las células del epiblasto. El
nudo primitivo esta ubicado en el extremo craneal de la linea primitiva. Sus células se in-
vaginan formando la fosita primitiva, y luego migran directamente en direccion cefalica,
dando origen a la prolongacion cefalica o notocordal, la cual formaré la notocorda y la
placa precordal, esto es, “los organizadores del futuro sistema nervioso”. Cuando ha ter-
minado la gastrulacion, el embriéon esta formado por tres hojas embrionarias: una hoja
superior llamada ectodermo, una hoja media el mesodermo, y una hoja inferior llamada
endodermo. La gastrulacién se caracteriza por una complejidad de eventos inductivos
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Figura 2.5: Proceso de fecundacidn, segmentacion e implantacion del blastocisto. [Ferres

et al., 2017]

y movimientos celulares morfogenéticos que transforman a este embrion bilaminar en
forma de disco en uno trilaminar y alargado, donde los principales ejes embrionarios
(antero-posterior, dorso-ventral e izquierda-derecha) ya se han definido. Esta etapa del
desarrollo es fundamental en la embriogénesis y cualquier defecto en su establecimiento
es generalmente letal para el embrion (Carlson, 2014 ) .

El periodo somitico es la etapa del desarrollo embrionario en la cual se forman
los somitas a partir del mesodermo. Los somitas son cada uno de los segmentos que
se producen en el mesodermo paraxial y que comienzan a producirse alrededor de la
region cefalica-cervical hacia el comienzo de la tercera semana (a partir del dia 20-21
aparece el primero). Este proceso comienza gracias a la expresion del gen c-hairy en
las células del mesodermo paraxial. A partir de este punto se forman nuevos somitas en
direccion cefalocaudal, méis o menos tres pares por dia, hasta que al final de la quinta
semana se encuentran de 42 a 44 pares. Se distribuyen en: 4 occipitales, 8 cervicales, 12
toracicos, 5 lumbares, 5 sacros y 8 a 10 coccigenos. El embriéon somitico no tiene cara,
cuello, ni extremidades. Ademas posee un corazon tubular, es decir, un tubo cardiaco
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Figura 2.6: Representacion del embrion trilaminar y el tejido al que da origen cada lamina

germinal. [Ferres et al., 2017]

con una serie de cavidades dispuestas en sentido lineal. Durante este periodo, ademas de
la formacién de somitas y la metamerizaciéon del embrién, se completa la neurulacién que
se habfa iniciado en la gastrula tardia, se delimita el cuerpo del embrién y se establece
la circulacion embrionaria (Rojas et al., 2007).

En la neurulacion, la hoja superior del embrién esté formada por el ectodermo, que
origina la epidermis y el neurectodermo, que es el tejido que origina el sistema nervioso.
Este tltimo se ubica sobre la notocorda y se extiende desde el nudo primitivo hacia el
polo cefalico. Las células neuroectodérmicas aumentan de altura, por induccién de la
notocorda y constituyen la placa neural. Algunos dias después, los bordes laterales de la
placa neural se levantan, dando el aspecto de una pseudoestratificacién y quedando la
zona central deprimida longitudinalmente. Los bordes solevantados reciben el nombre
de pliegues neurales y la parte deprimida de surco neural. Posteriormente los pliegues
neurales se siguen solevantando, acercandose en la linea media hasta unirse y fusionarse,
constituyendo el tubo neural. El tubo neural comienza a cerrarse en la regién cervical
y desde aqui el cierre continua hacia cefalico y caudal. Transitoriamente, el tubo neural
comunica con la cavidad amnidtica por sus extremos cefalico y caudal, mediante los
neuroporos anterior y posterior. En la region cefalica, el tubo neural se dilata dando
origen a las vesiculas primarias: prosencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo. El resto del
tubo neural dara origen a la médula espinal. Durante el periodo en que se esta cerrando el
surco neural, desde sus bordes laterales se desprenden grupos de células que se disponen
como bandas a ambos lados del tubo neural. Estos cordones celulares constituyen las
crestas neurales. De las crestas neurales se originarédn estructuras nerviosas como los

19



2. MARCO TEORICO

ganglios raquideos, simpaticos y parasimpéticos, elementos celulares como melanocitos,
células de Schawn y de la médula suprarrenal. Ademas, en la region cefalica, algunas
células migran hacia la regién facial donde constituyen la mayor parte del mesénquima de
los procesos faciales y de los arcos branquiales y originaran los huesos, cartilagos y tejido
conectivo de la cara y el cuello. El resto del ectoderma forma el recubrimiento externo
del embrién y en la regiéon cefalica diferencia las placodas auditivas y del cristalino,
esbozos de los 6rganos de los sentidos correspondientes. Las placodas aparecen como
engrosamientos del ectoderma en respuesta a un estimulo inductor del Sistema Nervioso
en desarrollo (Rojas et al., 2007).

Durante el periodo prefetal, el embrién experimenta una serie de cambios morfoldgi-
cos externos que lo llevan a adquirir las caracteristicas propias de su especie. Especifica-
mente, los cambios externos que transforman un embrién en un feto son la formaciéon de
la cara, del cuello y de las extremidades. Es necesario destacar que durante el periodo
prefetal, al mismo tiempo que el embrién cambia su aspecto externo, van evolucionando
los esbozos de los érganos internos, que corresponden a un embrién tubular, muy curva-
do, de aproximadamente 1 cm de longitud, en el cual se distinguen diferentes regiones: en
la region cefélica, bastante abultada, se destaca, al centro, una depresion que correspon-
de al estomodeo o boca primitiva, la cual esta circunscrita por una serie de elevaciones o
procesos faciales generados por la proliferacion del mesénquima que los constituye. En la
superficie de estos abultamientos han aparecido algunos engrosamientos ectodérmicos,
son las llamadas placodas, que corresponden a primordios sensoriales: placodas nasales,
las placodas oOticas y del cristalino. Mas caudalmente, en la regiéon ventral del tronco, se
destaca una gran prominencia que corresponde al corazén en desarrollo, la prominen-
cia cardiaca, y, mas caudalmente a ésta, se observa la insercién del cordéon umbilical,
de base atn bastante ancha. Lateralmente, en esta region, aparecen los esbozos de las
extremidades : dos anteriores, lateralmente a la eminencia cardiaca, y dos posteriores,
caudalmente a la insercion del cordén umbilical (Moore et al., 2013) .
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Figura 2.7: Desarrollo embrionario y fetal por semanas y organogénesis [Dumm, 2003]

El periodo fetal se inicia durante la 9% semana post-fecundacion y se caracteriza
por el crecimiento del cuerpo y por la maduracién fisioldgica de érganos y sistemas.
El crecimiento que es lento inicialmente (9-16 semanas de amenorrea) tiene por base
la hiperplasia o multiplicacién celular. A partir de las 16 semanas se inicia una fase de
crecimiento rapido caracterizado fundamentalmente por hipertrofia (aumento de tamano
de las células) y también por aumento de la matriz extracelular. El crecimiento fetal
estéd regulado por genes localizados en el cromosoma 11, pero existen algunos factores
de riesgo como hipertensiéon, obesidad, desnutricién y tabaquismo de la madre que
modifican las medidas antropométricas. La raza y origen étnico influyen también sobre
el crecimiento [Rojas et al., 2007].

2.3. Células Troncales

Las células troncales se caracterizan por su capacidad tinica para auto-renovarse,
diferenciarse en uno o més linajes celulares y tipos de tejido y, repoblar funcionalmente
un tejido in vivo [Batsali et al., 2013]
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El estudio de las células troncales comenzo a finales de los afios 60’s y se entendio
durante la década de los 70’s, con los trabajos realizados por Friedenstein, et al., que
fueron llevados a cabo en murinos, describieron por primera vez una poblacién de células
adherentes de médula 6sea que formaban parte del estroma medular y que daban origen
al microambiente hematopoyético [Flores-Figueroa et al., 2004|. Friedenstein et al. fue-
ron los primeros en desarrollar técnicas de cultivo para el aislamiento y diferenciacion
in vitro de las células troncales.

El término célula troncal mesenquimal (mesenchymal stem cell, MSC en inglés) fue
utilizado por primera vez por Caplan en la decada de los 90’s, sin embargo, debido a
que no existia un consenso acerca de las caracteristicas que deberian tener estas células,
durante la siguiente década surgieron muchos nombres, como progenitor estromal, célula
progenitora mesenquimal, célula estromal de médula 6sea, etc [Perdikogianni et al.,
2008|.

2.3.1. Origen

Hasta ahora se han aislado células troncales de varios tejidos, tales como misculo
esquelético, tejido adiposo, cordén umbilical, sinovio, pulpa dental, liquido amnidtico,
asi como sangre fetal, higado, médula espinal, pulmén y corazon [Batsali et al., 2013].

La médula 6sea (BM) es la fuente mas popular de células troncales para la investi-
gacién y aplicaciéon clinica, por lo tanto, la més estudiada, considerandola estandar de
oro para células troncales en aplicaciones clinicas, pero su cosecha es invasiva y dolorosa
con el riesgo de infeccién y morbilidad del donante, su frecuencia es baja y disminuye
con la edad del paciente, asi como sus propiedades cualitativas de éstas, poseen una
capacidad de expansion deficiente y su uso se limita actualmente sblo al tratamiento
autologo |[Fong et al., 2010]. Sin embargo, se estd haciendo cada vez mas evidente que
la BM puede no representar la fuente mas adecuada para la recoleccion de células tron-
cales. Para eludir estos obstaculos, durante la tltima década se han invertido muchos
esfuerzos en la identificacién de fuentes alternativas, més abundantes y facilmente al-
canzables para uso terapéutico, como la sangre de cordéon umbilical (UCB), el tejido
adiposo y la placenta.

La UCB se obtiene por un método menos invasivo que la BM, pero el aislamiento
de las MSC a partir de esta fuente es menos eficiente lograndose cultivos exitosos tnica-
mente en el 30 % de los aislamientos realizados; ademas, el volumen de UCB necesario
para el aislamiento debe ser mayor a 30ml y el tiempo de procesamiento de la muestra
no mayor a 15 horas. El tejido adiposo es otra fuente para la obtencién de MSC que
se puede obtener por medio de lipoaspirados y en voliimenes mayores con respecto a la
BM y la UCB; sin embargo, se ha detectado la expresion del antigeno CD34 en células
adherentes de cultivos tempranos derivados de tejido adiposo, lo cual pone de manifiesto
un marcador de células hematopoyéticas y/o endoteliales y no de células mesenquima-
les lo que dificulta su caracterizacién inmunofenotipica, los estudios funcionales y su
utilizacion en aplicaciones clinicas [Rodriguez-Pardo et al., 2010].

Las MSC, a diferencia de las célula troncales hematopoyéticas (HSC, por sus siglas
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en inglés, Hematopoietic Stem Cells), no expresan un antigeno tnico y especifico para su
identificacion, generando controversia en su caracterizacion; por esta razon, la Sociedad
International de Terapia Celular (ISCT, Internacional Society Cellular Therapy) ha
propuesto criterios para la caracterizacion in vitro de MSC [Rodriguez-Pardo et al.,
2010].

2.3.2. Clasificacion

Con base a su capacidad para dar lugar a uno o mas tipos de células, mejor co-
nocida como potencia, las células troncales pueden clasificarse jerdrquicamente como
unipotente, multipotente, pluripotente y totipotente. Las células unipotentes pueden
generar un sélo tipo celular, por ejemplo: las neuronas; mientras que las células mul-
tipotentes pueden diferenciarse en varios tipos celulares, por ejemplo: células troncales
hematopoyéticas. Las células troncales embriénicas derivadas de la masa celular interna
del embrién son pluripotentes porque pueden diferenciarse en células de las tres capas
germinales pero no en células trofoblasticas, mientras que el zigoto es totipotente, ya
que produce células embrionarias y tejido extraembrionario |[Batsali et al., 2013|

Basado en la presencia de marcadores especificos, las células troncales se pueden cla-
sificar en células troncales embrionicas (ESC), células troncales hematopoyéticas (HSC)
y células troncales mesenquimales (MSC) [Fong et al., 2010|. Las MSCs corresponden
células de origen mesodérmico, se las considera multipotenciales con autorrenovacién
limitada y con capacidad de dar origen a tejidos de la misma capa embrionaria, aunque
debido a las publicaciones actuales que muestran diferenciacion a tejidos de otro origen
embrionario podrian pasar a la categoria de pluripotenciales [Meruane et al., 2010].

2.3.3. Células troncales mesenquimales de cordén umbilical humano

El cordén umbilical es considerado un desecho médico que se obtiene mediante un
procedimiento indoloro, simple y seguro durante el parto, por lo que ha despertado
mucha atencién como una fuente prometedora de aislamiento de MSC, tanto de sangre
como del tejido. Sin embargo, la escasez de MSC en UCB y la falta de una técnica
robusta y reproducible para cosechar y expandir MSC de UCB han dificultado su uso
en aplicaciones clinicas [Perdikogianni et al., 2008]. Por otro lado los protocolos de
aislamiento existentes han inducido constantemente la cosecha de un gran ntimero de
MSCs de tejidos de UC con un éxito del cien por cien. Las UC-MSC comparten muchas
propiedades con las BM-MSC pero se consideran una poblacién mas primitiva. Ademas
de que su investigacion no plantea cuestiones éticas o legales [Batsali et al., 2013].

La formacion del cordén umbilical ocurre entre la 5% y la 12* semana de embarazo.
Es el resultado de la fusién del conducto onfalomesentérico y el alantoides. El alantoides
originado de la extremidad caudal del intestino primitivo del embrién, pasa a situarse
ventralmente con el doblamiento caudal del embrién, quedando posterior al pediculo
del saco vitelino. El pediculo embrionario es desplazado en direccion al pediculo del
saco vitelino, con el desplazamiento embrionario y la expansiéon amniotica, fusionando
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Figura 2.8: Anatomia del cordén umbilical. Corte transversal de cordon umbilical humano,

observando la existencia de dos arterias y una vena [Batsali et al., 2013]

tales estructuras y formando asi el cordén umbilical [Rojas et al., 2007]. El CU es
una estructura en forma de espiral, tamano variable (en promedio, a término, alcanza
alrededor de 50cm de longitud), 2 cm de didmetro aproximado y alrededor de 100 gramos
de peso. Une el embrién o feto a la placenta, teniendo como funcién principal aportar
los nutrientes y el oxigeno necesarios para el buen desarrollo fetal. Esta compuesto por
dos arterias y venas, en disposicién helicoidal o espiralada, dentro de un tejido conectivo
mucoso o gelatinoso, la gelatina de Wharton, encerrada por un simple epitelio amniético.
Las MSC se han aislado de la sangre del cordén umbilical y también de las regiones

intravascular, perivascular y subamniotica de la gelatina de Wharton [Batsali et al.,
2013].

2.3.3.1. Gelatina de Wharton

La gelatina de Wharton (WJ, por sus siglas en inglés, Wharton’s jelly) es una sus-
tancia gelatinosa que envuelve el cordén y presenta una funcién protectora con relacion
a los vasos umbilicales. Asi se evitan las compresiones o torsiones. Su textura esta cons-
tituida por células musculares lisas y fibroblastos o miofibroblastos, que actiian en la
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fibrogénesis y en la contraccion celular [Kim et al., 2013]. Esta hecha en gran medida de
proteoglicanos y varios tipos de coldgeno, formando un tejido similar a una esponja, den-
tro del cual estan incrustadas las células del estroma. Se cree que estas células, también
conocidas como células de la matriz del cordén umbilical, quedan atrapadas en la WJ
al inicio de la embriogénesis durante su migraciéon desde la regiéon aorta-gonadotropina-
mesonéfrica al higado fetal a través del cordéon umbilical. Las MSC derivadas de WJ
(WJ-MSC), mantienen su capacidad de autorrenovacion in vitro durante un periodo de
tiempo més largo, y exhiben un tiempo de duplicacién més corto y una pluripotencia
més amplia en comparacion con BM-MSC. Estas caracteristicas junto con el hecho de
que las UC-MSC pueden aislarse facilmente, extracorpéreamente y sin riesgos para el
donante, de un tejido que se descarta rutinariamente, resaltan las ventajas de las UC-
MSC sobre las ESC y las MSC adultas y explican rapidamente creciente interés en este
campo de la biologia de células troncales [Batsali et al., 2013].

La capacidad multipotencial de las WJMSC comenzd a demostrarse in vivo des-
de su primera descripcion, con los trabajos de Friedenstein et al. [Friedenstein et al.,
1968]; éstos trabajos demostraron que WJMSC cultivadas in vitro y trasplantadas en
ratones secundarios, eran capaces de producir fibroblastos y osteoblatos. Sin embargo,
estos primeros estudios, realizados en modelos animales, Gnicamente demostraban la
capacidad osteogénica de éstas células. Mas adelante, los trabajos realizados por Owen
et al. demostraron la capacidad de las WJMSC para producir condrocitos y tejidos
conjuntivo [Ashton et al., 1980]. Los estudios de Pittenger demostraron la capacidad in
vitro de las hWJMSC para diferenciarse en células adiposas, osteoblastos y condrocitos
[Pittenger et al., 1999]. Estudios recientes sugieren que las WJMSC pueden diferenciar-
se no solamente en células del mesodermo, sino también pueden adoptar un destino
endodermal o ectodermal, lo que se ha denominado como plasticidad celular. Varios
grupos de investigaciéon han estudiado intensamente la plasticidad de las WJMSC. Los
primeros trabajos analizaron la capacidad de éstas células para diferenciarse en células
musculares o miocitos [Haynesworth et al., 1992]. Gracias a los trabajos de Prockop et
al., quedd demostrada la capacidad de las WJMSC para diferenciarse in vivo en células
de bazo, cartilago, médula, hueso |Pereira et al., 1995] y células pancreaticas endocrinas
[Timper et al., 2006]. También se ha informado que las WIMSC se diferencian con éxito
en células endoteliales [Chen et al., 2009]. Aunque la diferenciacién en cardiomiocitos
es controversial, se ha informado que cultivando WJMSC en medio apropiado se puede
inducir células con morfologia de cardiomiocitos y expresion de marcadores cardiacos
(N-caderina y troponina cardiaca) [Conconi et al., 2006]. A pesar de que las WIJMSC no
diferenciadas expresan constitutivamente marcadores de linaje hepatico, como albtimi-
na, a-fetoproteina, citoqueratinal9, connexin32 y dipeptidil peptidasa IV. Ademas de
mostrar morfologia similar a y regulaciéon positiva de la expresion de marcadores a hepa-
tocitos después de la induccién hepética, se reporta carencia importante de propiedades
funcionales de las células hepaticas maduras [Campard et al., 2008]. Otros investiga-
dores han afirmado que las WJMSC pueden inducirse a formar células similares a las
islas pancreaticas, capaces de expresar genes asociados al pancreas y liberar insulina en
respuesta a los niveles fisiologicos de glucosa [Wu et al., 2009]|. Mitchell et al. fueron los
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primeros que observaron la diferenciacién neuronal en WJMSC, después de un proceso
de induccién neuronal complejo, mediante acido retinoico o factor de crecimiento de
fibroblastos basico (FGFb). La diferenciacion se evalu6 mediante cambios en la mor-
fologia y la expresiéon de enolasa especifica de neutréfano, TUBSIII , neurofilamento
y tirosina hidroxilasa. Estudios posteriores han corroborado estos hallazgos. También
se ha sugerido que las UC-MSC pueden estar més preparadas para la diferenciacion
neuronal en comparaciéon con las BM-MSC, ya que expresan niveles mas altos de genes
asociados a las neuronas, incluidos NESTIN, GFAP y SEM3A y, una serie de proteinas
asociadas a microtubulos especificos de neuronas, incluida la proteina asociada al cono
de crecimiento (GAP-43), que se localiza en los axones [Mitchell et al., 2003]. Con res-
pecto al potencial de transdiferenciaciéon de las UC-MSC, tanto in vitro como in vivo,
las células cultivadas en medio con bajo suero suplementado con FGFb se han inducido
satisfactoriamente a diferenciacion en células gliales (astrocitos [Reynolds and Weiss,
1992 y oligodendrocitos |[Vescovi et al., 1993]) y neuronas colinérgicas |Liang et al.,
2013], y neuronas con marcaje positivo a colin-acetil transferasa (ChAT) que secretan
acetil colina |Zhang et al., 2012].

Los estudios in vivo e in vitro que demuestran la plasticidad de las MSC son apoya-
dos por los resultados de los estudios de Tremain et al. y Seshi et al., que demuestran,
mediante la técnica de microarreglos de expresion y de microSAGE, que estas células
expresan transcritos no solamente de las lineas mesenquimales, como adipocitos, con-
drocitos, mioblastos, osteoblastos y de fibroblastos estromales, sino también, expresan
transcritos caracteristicos de linaje epitelial, neuronal y endotelial [Tremain et al.,2001],
[Seshi et al., 2003].

2.3.3.2. Caracterizacion celular

Morfologicamente, las MSC se caracterizan por presentar una morfologia biespigada,
en forma de huso, con la presencia de un nicleo alargado, central, que contiene de dos
a tres nucléolos [Flores-Figueroa et al.,2004].

Las MSC, a diferencia de las HSC, no expresan un antigeno tnico y especifico para
su identificacion, generando controversia en su caracterizacion; por esta razon, la ISCT
ha propuesto tres criterios para la caracterizacion in vitro de MSC, estos son:

» 1) Demostrar el aislamiento de células con morfologia fibroblastoide de tipo ad-
herente al plastico en cultivo in vitro,

» 2) Determinar mediante citometria de flujo la expresion de los antigenos CD105,
CD73 y CD90 en >95 % de MSC y, ausencia de marcadores hematopoyéticos como
CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79 o CD19 y HLA-I (<2 % positivo) e

» 3) Inducir la diferenciacion in vitro de las MSC en osteoblastos, adipoblastos y
condroblastos [Rodriguez-Pardo et al., 2010].

Las MSC son positivas para diversos receptores de factores de crecimiento y de
matriz extracelular, como los receptores de IL1, IL3, 114, IL.6 e IL7, el receptor del factor
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de crecimiento derivado de plaquetas (rPDGF), el receptor del factor de crecimeinto
neuronal (rNGF), los receptores del factor de crecimiento transformante beta I y II
(rTGFpI y II), los receptores del factor de necrosis tumoral I y IT (TNFI y TNFII), el
receptor del interferon gamma (IFN+v) y transferrina, asi como para las moléculas de
adhesion, ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, L-selectina, LFA-3, ALCAM, endoglina (CD105)
y CD72. También expresan una variedad de integrinas incluyendo al, a2, a3, ab, a6,
av, B1, B3 y (4. Por otra parte, éstas células son negativas a las siguientes reacciones
citoquimicas: fosfatasa alcalina, fosfatasa acida y sudan negro |[Flores-Figueroa et al.,
2004].

Tampoco expresan las moléculas coestimulantes CD80, CD86 6 CD40 o las moléculas
de adhesion CD31 (molécula de adhesion de células plaquetarias/endoteliales [PECAM|-
1), CD18 (antigeno-1 asociado a la funcion leucocitica [LFA-1]) o CD56 (molécula de
adhesion celular neuronal-1), pero pueden expresar CD105 (SH2), CD73 (SH3/4), CD44,
CD90 (Thy-1), CDT71 y Stro-1, asi como la adhesion moléculas CD106 (molécula de
adhesion de células vasculares [VCAM]-1), CD166 (molécula de adhesion de células de
leucocitos activada [ALCAM]), molécula de adhesion intercelular (ICAM)-1 y CD29
[Chamberlain et al., 2007].

Diversas moléculas de gran relevancia en la hematopoyesis son producidas y secreta-
das por las MSC. Tales moléculas incluyen a componentes de la matriz extracelular (co-
mo las colagenas I, 111, IV y VI, laminina, trombospondina, tenacina y fibronectina), asi
como citocinas (incluyendo IL6, IL11), el factor inhibitorio de leucemia (LIF), el factor
estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF), el factor de células troncales (SCF), el
ligando de FLT-3, la trombopoyetina (Tpo), el factor de crecimiento vascular-endotelial
(VEGF), el factor de crecimiento de fibroblastos 1 (FGF-1), la proteina quimioatractan-
te de monocitos (MCP-1), el factor de crecimiento de placenta (PIGF) |[Flores-Figueroa
et al., 2004].

Muchos informes también han descrito que las MSC tienen propiedades inmunosu-
presoras, especificamente que las MSC pueden modular muchas funciones de las células
T, incluida la activacion celular [Nicola et al., 2017]. Esta supresion parece ser inde-
pendiente de la coincidencia de MHC entre las MSC y las células T. Algunos informes
han demostrado que el contacto directo célula-célula es necesario para la supresién
[Krampera et al., 2003], mientras que otros han demostrado que la actividad supresora
depende de un factor soluble |[Blanc and Ringde, 2003|. También se ha demostrado que
las MSC tienen propiedades inmunomoduladoras que afectan la maduracién y la funcién
de las células dendriticas y que las hMSC inhiben la proliferacién, la diferenciacion y la
quimiotaxis de las células B humanas in vitro |[Chamberlain et al., 2007].

La capacidad de las MSC para autorenovarse es fundamental para su funcién como
un deposito de células primitivas. Por el contrario, la mayoria de las células somaticas
tienen una capacidad limitada de autorrenovaciéon debido al acortamiento de los tel6-
meros. La telomerasa es una ribonucleoproteina que replica los telémeros durante la
fase S de la mitosis [Wright et al., 1996]. La actividad de la telomerasa se encuentra
en las lineas de células germinales, tumorales y embrionarias humanas, y se cree que
es responsable de la capacidad ilimitada de autorrenovacion de estos tipos de células
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Figura 2.9: Marcadores expresados por BM-MSC y UC-MSC derivados de WJ y la zona
perivascular[Batsali et al., 2013]
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[(Greider and Blackburn, 1989), (Meeker and Coffey, 1997)|. La actividad de la telome-
rasa es, por lo tanto, un marcador para las células troncales. Otro marcador de éstas
células es el receptor del factor de células troncales, c-kit (CD117). c-kit es un recep-
tor tirosina quinasa que se expresa en muchos tipos de células troncales especificas de
tejidos y es esencial para muchos procesos de desarrollo, incluidos la hematopoyesis, la
melanogénesis y la fertilidad [Ashman,1999).

2.3.4. Aplicaciones de la células troncales mesenquimales

El potencial de las terapias basadas en MSC para tratar una miriada de enferme-
dades humanas y animales enfatiza la importancia de comparar las diversas fuentes
de células troncales y buscar una mejor comprensiéon de su capacidad proliferativa y
potencial de diferenciacion [Mitchell et al., 2003]. La capacidad multipotencial y la
plasticidad de las MSC las hacen un blanco perfecto para su aplicacion clinica a proce-
sos biomédicos clinicos. Diversos grupos han demostrado que éstas células, después de
haber sido cultivadas y expandidas in wvitro, pueden ser trasplantadas. En la mayoria
de los estudios en modelos animales se utiliz6 la radiacién como un tipo de acondicio-
namiento para el trasplante. Sin embargo, Allers et al. encontré MSC después de ser
trasplantadas en ratones no irradiados y sin ningtn tipo de acondicionamiento previo
al trasplante, en médula 6sea, bazo y tejido mesenquimal, incluso después de un ano
postrasplante [Allers et al., 2004|. Otro modelo de estudio para evaluar el destino de
las células trasplantadas es el trasplante in tero en ovejas. En éste tipo de modelo,
se trasplantaron células troncales mesenquimales en ovejas fetales en etapas tempranas
de gestacion. Encontrando que las MSC humanas trasplantadas persistian en multiples
organos después de 13 meses del trasplante. Las células trasplantadas se diferenciaron
en condrocitos, adipocitos, miocitos, cardiomiocitos y células estromales de médula y
timo [Liechty et al., 2001|. Las MSC también han sido utilizadas para mejorar el injer-
to de otras células. En estudios in vivo en el modelo de xenotrasplante en oveja fetal,
se ha demostrado que el trasplante simultaneo de células hematopoyéticas con células
troncales mesenquimales, tanto alogénicas como autélogas, resulta en un incremento del
injerto a largo plazo de células sanguineas circulantes del donador durante la gestacién
y después del nacimiento [Maitra et al., 2004]. Otra alternativa importante en la terapia
celular es utilizar a MSC para promover la angiogénesis. Diversos estudios utilizando
modelos de isquemia, han demostrado que éstas células tienen un efecto positivo en la
recuperacion del flujo sanguineo [Heil et al., 2004].

Es importante recalcar que el empleo de MSC en esquemas terapéuticos en humanos
va se ha realizado con éxito. Se ha demostrado que las células troncales mesenquimales
de humano pueden ser expandidas in vitro y trasplantadas en sujetos, sin causar efectos
adversos; éstas células son bien toleradas por los pacientes y pueden ser detectadas a
distintos tiempos postrasplante |[Lazarus et al., 1995], siendo las STRO-1 positivas las
MSC maés apropiadas para utilizar en terapia génica y celular.

El potencial méas prometedor del uso de las MSC es en aquellas enfermedades en las
que hasta el momento no existe una terapia curativa, como es el caso de la osteogénisis
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imperfecta, esclerosis lateral amiotrofica, enfermedad coronaria aguda, enfermedad in-
jerto vs huesped de trasplantes, el infarto al miocardio o la enfermedad de Parkinson,
entre otras. Los estudios de terapia celular para tratar a la osteogénesis imperfecta han
avanzado desde modelos murinos, hasta su aplicacion clinica [Mauney et al., 2005].

Sin duda, hoy en dia las MSC son de gran interés para la biomedicina. Hasta el
momento, el uso de éstas células en la clinica ha probado no tener riesgos para el
individuo, no son capaces de producir teratomas e inhiben el rechazo inmunolégico al
ser trasplantadas |Flores-Figueroa et al., 2004]. Es por eso importante continuar con el
estudio de estas células para conocer su biologia, su capacidad de diferenciacién y su
papel en diversas enfermedades hematologicas, asi como su aplicacion en terapia celular
y medicina regenerativa.
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Capitulo 3

Metodologia de experimentacion

3.1. Aislamiento de células troncales mesenquimales de la
gelatina de Wharton de cordén umbilical humano.

Las muestras de cordén umbilical humano fueron obtenidas de pacientes gestantes
sanas y con DM2 diagnosticada antes del embarazo, que acudieron al Instituto Na-
cional de Perinatologia (INPer). Mediante un consentimiento informado autorizaron la
recoleccién de aproximadamente 2 cm de cordén umbilical durante el alumbramiento,
al departamento de Genética y Genémica Humana. El tejido fue recolectado en tu-
bos conicos de 50mL con soluciéon salina de Hank’s, para su conservacion refrigerada y
procesamiento en un plazo de 24 a 72 horas después de su recoleccion.

3.1.1. Cultivo primario

El protocolo que se sigui6 para el cultivo primario fue el descrito por Wharton [Deh-
kordi et al., 2016] con modificaciones propuestas. Primeramente, el tejido se lavo 3 veces
con solucion salina de Hank’s con tratamiento de 100U /L de penicilina, 100ug/mL de
estreptomicina y 250ug/mL de fungizona para evitar contaminacion del tejido. Se visua-
lizaron los vasos sanguineos (2 arterias y 1 vena) y se generaron explantes del tejido que
los rodea. Dichos explantes se maceran mediante cortes finos, se agregan 500uL. de me-
dio CHANG para formar una sustancia gelatinosa, que se distribuira en la superficie de
frascos de cultivo Falcon de cuello inclinado y tapa sellada. Para favorecer el aislamiento
de las células se agregan de 1 a 1.5 mL de medio CHANG por goteo y se incuban los
frascos en condiciones fisiologicas estandar, es decir, 37°C de temperatura, 5 % de CO?
atmosférico y 95 % de humedad relativa. Se monitoreo el cultivo cada 24 horas mediante
su observacién al microscopio binocular invertido Carl Zeiss Axiostar@visualizando los
estadios de migracion celular, confluencia y ausencia de microorganismos. Cada tercer
dia se cambia el medio para subastar de nutrientes suficientes al cultivo. Los explantes
se retiraron a los 15 dias y el primer pasaje celular se realiza aproximadamente a los 20
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3. METODOLOGIA DE EXPERIMENTACION

dias, variando debido a la velocidad con la que se alcanza el 80-90 % de confluencia en
el cultivo. Para despegar las colonias de células adheridas al plastico en monocapa, se
utilizé tripsina al 0.5 % por 5 min méas movimientos del pipeteo se desprendieron el ma-
yor numero de células que posteriormente se resembré en nuevos frascos para diferentes
experimentos.

3.1.2. Inmunofenotipificacion de hWJMSC por citometria de flujo

Basados en los criterios establecidos por la ISCT, se realiz6 la caracterizaciéon pos-
terior a la expansion celular. Para favorecer las condiciones del experimento, las células
empleadas son del 1°r o 2° pasaje, ademas de haber sido previamente sembradas a
una concentracién de 1x10° células/mL en cajas Petri P60 con medio CHANG e in-
cubadas por 3 dias a condiciones estdndar, para obtener una cantidad aproximada de
1-2x10° células. Dichas células se inmunofenotipifican por citometria de flujo utilizando
los siguientes marcadores celulares.

Tabla 3.1: Tabla de marcadores utilizados en la caracterizacion de las hWWJIJMSC

Marcador de superficie Fluoroéforo Dilucion utilizada | Expresion en hWJMSC ¢
CD13 (APN) APC/CYT? 1uL/Test +

CD31 (PECAM-1) APC 5uli/Test -

CD34 (Gpl105-120) PE/CYT ¢ 5uL/Test

CD44 (Hermes) APC 1pL/ Test +

CD45 (LCA) PE/CY7 1pL/Test -

CD73 (Ecto-5-nucleotidase) | FITC ¢ 5uL/Test +

CD90 (Thy1) PE/CY5 © 5ul/Test +

CD105 (Endoglina) PE 5uL/Test +

“Expresion de marcadores de membrana en hWJMSC de acuerdo a Batsali et al., 2013
®APC: Aloficocianina; CY7:Cianina 7

°PE: Ficoeritrina

IFITC: Isotiocianato de fluoresceina

¢CY5: Cianina 5

Las células preparadas para la caracterizacion se retiraron de la caja Petri con 1.5mL
de PBS/EDTA 10mM por 3.5min y se recopilan mediante pipeteo en un tubo cénico de
5mL para centrifugarlas a 1200rpm por 8min; se lavaron con PBS, después de decantar
el sobrenadante. La pastilla se resuspendié en PBS y se adiciond el volumen necesario
de cada anticuerpo, se incub6é por 15min a temperatura ambiente y protegidos de la
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3.2 Analisis de proliferacion de hWJMSC

luz. Se fijaron las células con 300uL de buffer incubandolas por 10min, se lavaron con
un 1mL de PBS y se centrifugan a 1500rpm por 5min para eliminar el exceso de fijador.
Finalmente se resuspendieron en 100uL. de PBS para ser leidas por el citébmetro de flujo
con el equipo BD FACSAria™III (BD Bioscience Fisher) por el Dr. Ismael Mancilla del
departamento de Infectomica del INPer. Se establecieron los limites de autofluorescencia
para cada fluordforo mediante lectura de hWJMSC sin tenir, mientras que para las
hWJMSC tefidas con los anticuerpos CD31, CD34, CD45, CD44, CD13, CD73, CD90
y CD105 fueron evaluadas por marcajes sencillos y dobles, evitando que no interfieran
las senales de fluoréforos, efectuando 100,000 eventos por muestra.

3.1.3. Seleccion de hWJMSC por FACS

Para clasificar las hWJMSC se emplearon aproximadamente 1-2x10° células despren-
didas de las cajas Petri P60 con 4mL de PBS/EDTA 10mM por 3.5min, se recolectaron
y centrifugaron a 1200rpm durante 8min, para después decantar el sobrenadante y resus-
pender las células en PBS y el volumen de anticuerpo correspondiente para los siguientes
tubos:

» Autofluorescencia
= CD31, CD34, CD45
= Tubo de recoleccion de células solamente con 1mL de medio CHANG

La clasificaciéon se realiza mediante seleccién negativa, es decir, hWJMSC que no
expresaran los marcadores CD31, CD34 y CD45. Entre 1x10* y 1.5x10° células fueron
recolectadas en el medio CHANG, centrifugadas y resembradas en frascos de cultivo a
condiciones estandar para proliferarlas y caracterizarlas de la siguiente manera:

» Autofluorescencia
» CD34, CD13, CD44
= CD31, CD73, CD90, CD105, CD45

3.2. Analisis de proliferacion de hWJMSC

Para el estudio de proliferacién se realizaron curvas de crecimiento en diferentes
medios de cultivo. Las células que se utilizaron estaban entre el 2° y 3°r pasaje después
de la clasificacion por FACS. Se despegaron empleando tripsina al 0.5 %, se recolectaron
y se centrifugaron 1200rpm por 8min, se retird el sobrenadante y se resuspendieron en
DMEM 10 %SFB. Se realizo un conteo celular mediante camara de Neubauer empleando
Azul de tripano en proporcién 1:1 para evaluar viabilidad celular. Se sembré el volumen
correspondiente a un aproximado de 2x10* células por mL en placas de 12 pozos con
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3. METODOLOGIA DE EXPERIMENTACION

1mL de medio: CHANG, DMEM y DMEM F12. Se monitore6 la proliferacion cada
24 horas, despegando y contando las células de cada pozo por 4 dias seguidos (24,
48, 72 y 96 horas). Con los datos obtenidos de proliferacion a los diferentes tiempos se
construyeron curvas de proliferacion celular y se determinaron los tiempos de duplicacién
celular mediante la herramienta doubling time computing.

3.2.1. Analisis de proliferacion de hWJMSC con glucosa

Para el analisis de proliferacion de hWJMSC en condiciones de hiperglicemia se
sembraron 2x10% células/mL en cajas de 12 pozos con 1 mL de medio: CHANG, DMEM
y DMEM F12 con los siguientes tratamientos:

= Control sin glucosa anadida
= 20mM D-Glucosa
= 30mM D-Glucosa
= 40mM D-Glucosa
= 30mM L-Glucosa
= 40mM L-Glucosa

Igualmente, con los datos obtenidos por cada tratamiento en los diferentes medios se
construyen curvas de proliferaciéon y se obtienen los tiempos de duplicacién mediante la
herramienta doubling time computing.

3.3. Diferenciaciéon neural

Después de evaluar diversos protocolos de diferenciaciéon neural reportados en la
literatura, se determiné el siguiente protocolo, al ser el mas eficiente. Se utilizaron las
hWJMSC selecionadas como CD34~, CD31~ y CD45~ por citometria de flujo. Las
células se sembraron en placas de 12 pozos a una densidad de 2x10* células por pozo
en medio CHANG a condiciones esténdar con los siguientes tratamientos:

Tabla 3.2: Tratamientos de diferenciacién neural

Ensayo Pre-inducciéon SFGF 10ng/mL | Tratamiento (Forkolina 10uM)

Control negativo

Control DMSO

Control positivo v v

Control Forskolina v
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3.3 Diferenciacién neural

3.3.1. Inmunofluorescencia indirecta

Se evalu¢ la diferenciacién neural a nivel de expresion de proteinas mediante inmuno-
fluorescencia indirecta. Utilizando las células inducidas a diferenciacién neural se realiza
una fijacién al cubreobejtos donde se sembraron con paraformaldehido por 15min. Des-
pués de permeabilizaron las células con Tritén X-100 por 20min y se bloquearon con
solucion de BSA a 2%, realizando lavados con PBS entre cada procedimiento. Se adi-
ciond6 el anticuerpo primario de acuerdo a la siguiente tabla y se dejé incubar toda la
noche.

Tabla 3.3: Anticuerpos empleados para la inmunofluorescencia indirecta en hWJMSC

inducidas a diferenciacién neural

Anticuerpo | Isotipo Dilucién Anticuerpo Dilucién
primario ¢ secundario
Anti-beta Mouse 1:2000 Donkey anti- | 1:200
I[IT Tubulin | IgGoa Mouse IgG
(TUJ1) (H+L) Alexa
Fluor 488
Anti-Nestin | Rabbit 1:200 Donkey anti- | 1:200
Polyclonal Rabbit IgG
(H+L)
Anti-SOX2 | Rabbit 5ug/mL Donkey anti- | 1:200
Polyclonal Rabbit IgG
(H+L)
Anti-MAP2 | IgG Rabbit | 1:1000 Secondary 1:150
Polyclonal Antibody,
Rabbit Alexa Fluor
594

“Distribuidores de Anticuerpos primarios Covance Biolegend: Anti-TUB, Anti-NES, Anti-SOX2,

Anti-MAP2.
*Distribuidor de Anticuerpos Secundarios Thermo Fisher.

Después se retird el exceso de anticuerpo mediante lavados con PBS, para poder
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3. METODOLOGIA DE EXPERIMENTACION

adicionar el anticuerpo secundario correspondiente a cada anticuerpo primario. Igual-
mente se retird el exceso de anticuerpo mediante lavados y finalmente se montaron los
cubreobjetos en portaobjetos con Vectashield proporcion 1:1 con DAPI y sellados con
esmalte transparente por la periferia del cubreobjetos. La observaciéon de células fue me-
diante un microscopio de fluorescencia Olympus Ix2-UCB acoplado a una camara digital
Orca-flash 2.8 Hamamatsu con el software de andlisis Image and Vision Computing.

3.3.2. Expresion de genes

Para la expresion de genes, primeramente se aislo6 RNA de los siguientes tratamien-
tos:

= Control negativo

» Preinduccion (3 dias SFGF)

» Preinduccion y diferenciacion parcial (3 dias SFGF y 4 dias con Forskolina)

» Preinduccion y diferenciacion completa (3 dias SFGF y 14 dias con Forskolina)

Mediante la adicion de 500uL de Trizol Reagent (Thermo Fisher) en cada pozo,
se homogenizaron y recolectaron las células que posteriormente se separarian por fases
con 100uL de Cloroformo (Sigma), se centriguraron a 12,000rpm por 15min a 4°C.
Se recolecté la fase acuosa y se agregaron 500ul. de isopropanol, se centrifugaron a
12,000rpm por 10min, generando una pastilla gelatinosa que contenia el RNA. Se lavo
el RNA con etanol al 75 %, se dejo secar y se resuspendi6 en agua. Una vez hidratado
el RNA se cuantificé en NanoDrop para estimar la pureza y concentraciéon de RNA en
la muestra.

3.3.2.1. Sintesis de cDNA

El ¢cDNA fue sintetizado con el kit transcriptor first strand ¢cDNA synthesis kit
Roche®), con el cual se llevan a cabo 2 reacciones. En la primera se utilizaron 2-6ug
de RNA total, el cual es desnaturalizado a 65°C, mas los Random Hexamer Primers
diluidos en agua y se incubaron por 10min en el Master cycler gradient Eppendorff®. La
segunda reaccién consiste en la sintesis de cDNA con la enzima transcriptasa reversa, el
buffer de reaccion, el protector del inhibidor de la RNAsa, la mezcla correspondiente de
deoxinucleotidos y el producto de la reacciéon de desnaturalizacion, para después llevar
a cabo la reaccion a 37°C por 60min y finalizando a 85°C por 5min.

Los primers utilizados para la RT-PCR, fueron disenados con el software Primer-
Blast, a partir de la busqueda de la secuencia de mRNA del gen de interés en la base
de datos de NCBI, identificando las secuencias correspondientes de uniéon a dos exones
separados por un intréon en el DNA gendémico. Ademés de permitir la amplificacion
de la mayoria de las variantes de procesamiento alternativo de los mRNA reportados
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3.3 Diferenciacién neural

en la base de datos. Los primers mostrados en la sguiente tabla fueron sintetizados
comercialmente por Integrated DNA Techonologies:

Tabla 3.4: Set de primers disenados para la identificaciéon de genes de troncalidad y

diferenciacion neural

Gen Base de datos | Secuencia ¢ Producto

B-actin NM 001101.3 | F:TTGTAACCAACTGGGACGATATGG 763pb
R:GATCTTGATCTTCATGGTGCTAGG

GAPDH NM 002046.5 | F:AAATCAAGTGGGGCGATGCT 160pb
R:TGGTTCACACCCATGACGAA

TUB-BIII NM 006086.3 | F:GGGGCCTTTGGACATCTCTTC 125pb
R:ACCACATCCAGGACCGAATC

MAP2 NM 002374.3 | F:CCGAGGAAGCATTGATTGGG 129pb
R:CCTGCAACTATTCAAGGAAGTGG

NESTIN NM 006617.1 | F:CGCACCTCAAGATGTCCCTC 128pb
R:CAGCTTGGGGTCCTGAAAGC

SOX2 NM 003106.3 | F:CGGAAAACCAAGACGCTCAT 148pb
R:TGTGCGCGTAACTGTCCAT

“Las secuencias fueron disefiadas para amplificar la mayor cantidad de variantes reportadas y con
la inclusién de un intrén entrecada cebador para confirmar que no se amplifique la secuencia gendémica,
ademas de ser analizados con la herramienta Oligoanalyzer para la busqueda de posibles interferencias

homodiméricas y heterodiméricas.

3.3.2.2. Expresion relativa de genes de troncalidad y diferencicién neural

por RT-PCR

Con el ¢cDNA sintetizado se amplifico el gen de interés mediante el kit HotStarTaq
DNA Polymerase Qiagen®). Se utilizan 2ul. por muestra de cDNA con Taq DNA po-
limerasa, cloruro de magnesio (MgCly), primers forward y reverse y agua grado PCR.
La reaccién consiste en un conjunto de condiciones sucesivas, empezando con la incu-
bacion a 95°C por 15min, después a temperatura de desnaturalizacion 94°C por 30seg,
seguido de la temperatura de alineamiento 59°C por 30seg, para pasar a la temperatura
de extension 72°C por 30seg, repitiendo este ciclo de 23 a 32 veces y, finalmente llegar

37



3. METODOLOGIA DE EXPERIMENTACION

a 72°C por 10min para la extensién de amplicones. Al terminar los ciclos establecidos
se almaceno a 4°C y se visualizo en un gel de agarosa.

3.3.2.3. Electroforesis en gel de agarosa

Para visalizar los productos, se tifieron las muestras con Gel Red Biotium@®)y se car-
garon en un gel de agarosa al 2% junto con el marcador de peso molecular de 100 pares
de bases Thermo Fisher®). Las muestras se estandarizaron utilizando el gen housekee-
ping Actina o GAPDH como referencia, para normalizar la cantidad de cDNA necesario
al realizar la RT-PCR. de los genes correspondiente. Los geles se observaron con el uso
de un fotodocumetador con filtro UV, se tomaron fotografias de los mismos, exportan-
dolas en formato TIF para posteriormente ser analizadas con el software ImageJ. Para
analizar la sefial de los genes de interés se normalizaron con respecto a la senal de la
banda de Actina o GAPDH y se estimo6 el porcentaje de expresion respecto al control.

3.4. Diferenciacion Adipogénica

La diferenciacion adipogénica se llevé a cabo mediante el uso del medio de culti-
vo especializado MesentCult™ Adipogenic Differentiation Medium (Human) Stem Cell
Tecchnologies, el cual consta de un medio de cultivo basal para MSC y un par de
suplementos con factores de diferenciaciéon adipogénica, que se prepard conforme a lo
establecido por el fabricante. Se utilizaron las hWJMSC selecionadas negativamente
por citometria de flujo, las cuales se sembraron en cajas de 6 pozos a una densidad de
1x10° células por pozo en medio MesentCult a condiciones estandar con los siguientes
tratamientos por 40 dias, siendo monitoreadas cada 48 horas y realizando su respectivo
cambio de medio:

= Control negativo: hWJMSC sembradas sélo en medio MesentCult

= Control positivo: hWJMSC sembradas en medio MesentCult suplementado

3.4.1. Tincién Oil Red O Solution

La diferenciacion adipogénica se visualiz6 mediante la tinciéon de los depositos va-
cuolares de lipidos, caracteristicos en los adipocitos, mediante el uso de rojo oleoso O
(Oil Red O Solution Sigma-Aldrich™) y el microscopio invertido. Para preparar la so-
lucion stock se pes6 0.5g de Oil Red O Solution y se disolvidé en 100mL de isopropanol,
se mantuvo toda la noche en movimiento en un recipiente de vidrio a temperatura am-
biente, posteriormente se filtré con 2 capas de papel filtro y se prepar6 la soluciéon que
se utilizaria para tenir las células. Se tomaron 0.6mL de la solucion stock y se llevo a
un volumen de 4mL con agua bidestilada, también se filtré a través de papel filtro un
par de veces. De ésta solucién se agregaron 2 ml a los pozos donde se encuentran las
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3.5 Diferenciacién Osteogénica

células que se deseaban tenir, se dejaron incubar por 2 horas con movimiento a tem-
peratura ambiente, se retird el exceso de colorante lavando perfectamente al chorro de
agua corriente, se agregaron 2mlL de PBS y se observaron al microscopio invertido.

3.4.2. Expresion de genes de diferenciacién adipogénica

Ademaés de visualizar los depésitos de lipidos, se analiz6 la expresion del marcador
de oro en diferenciacion adipogénica, el gen PPAR~y mediante RT-PCR. El protocolo
que se sigui6 para la expresion de genes es el mismo que se realizé durante la expresién
neural. Primero, se extrajo el RNA de los tratamientos establecidos, posteriormente se
sintetiz6 el cDNA con la ayuda de una RT-PCR. El par de primers utilizados para la
amplificaciéon del gen fueron los siguientes:

Tabla 3.5: Set de primers disenados para la identificacion de genes diferenciaciéon adipo-

génica

Gen Base de datos Secuencia ¢ Producto

PPAR~y NM 138712.3 | F:TGCTTGTGAAGGATGCAAGGGTT 186pb
R:GCCTGTGGCATTCGCCCAAA

“Las secuencias fueron disefiadas para amplificar la mayor cantidad de variantes reportadas y con
la inclusién de un intrén entrecada cebador para confirmar que no se amplifique la secuencia genémica,
ademas de ser analizados con la herramienta Oligoanalyzer para la busqueda de posibles interferencias

homodiméricas y heterodiméricas.

Posterior a la amplificacion del gen PPAR~ se realizdé una electroforesis con los
productos de la RT-PCR en un gel de agarosa al 2% y se visualiz6 el gel mediante un
fotodocumentador con filtro UV para poder exportar fotografias del gel y ser analizadas
con el software ImagelJ.

3.5. Diferenciaciéon Osteogénica

La diferenciaciéon osteogénica se llevo a cabo mediante estimulacién con factores
inductores de diferenciacién osteogénica. Se sembraron 1x10° células por pozo en una
caja de 6 pozos con 2 mL de medio DMEM F12 10 %SFB y suplementado con antibiotico
y fungicida para evitar contaminaciones. Se incubaron en condiciones estandar durante
aproximadamente 48 horas, al alcanzar el 90 % de confluencia se inicié la estimulacion
conforme a la siguiente tabla:
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3. METODOLOGIA DE EXPERIMENTACION

Tabla 3.6: Tratamientos para estimular diferenciacién osteogénica

Tratamiento Pre-induccion Inducciéon
FGF Dexametasona | Acido ascorbico | S-Glicerofosfato

Control negativo

Diferenciacién 1 10puM 50ug/mL 10mM
Diferenciacién 2 3 dias 10pM

Diferenciacién 3 0.1uM

Diferenciaciéon 4 1uM

Diferenciacién 5 3 dias 1uM

Las hWJMSC se mantuvieron con los factores de diferenciacién osteogénica por
aproximadamente 14 dias, con su respectivo moniteoreo y cambio de medio cada 3¢"

dia.

3.5.1. Tincién con Alizarin Red S

Después de aproximadamente 14 dias en diferenciacién osteogénica, las células se
tineron con Alizarin Red S para detectar la mineralizacién. Los cultivos celulares se
lavaron con PBS después de la eliminacion de los medios, se fijaron en paraformaldehido
al 4% durante 15 minutos y se incubaron en 0.1 % solucion de Alizarin Red S durante
30 minutos con agitacién suave. La solucién de tincién en exceso se elimind mediante
enjuagues con PBS y agua destilada. La presencia de depésitos calcificados se visualizo
con ayuda del microscopio invertido.

3.6. Analisis de apoptosis por citometria de flujo

Para el anélisis de apoptosis de hWJMSC en condiciones de hiperglicemia se reali-
zaron ensayos donde se sembraron 2x10% células por caja Petri P60 con 2mL de medio
CHANG con los siguientes tratamientos:

= Control negativo

» Autofluorescencia (AF)
= Anexina-V

» Yoduro de propidio (IP)
2h 40mM D-Glucosa
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3.7 Expresion de genes proapoptéticos y de estrés oxidativo mediante RT-PCR

s 2h 40mM L-Glucosa
n 24h 40mM D-Glucosa
s 24h 40mM L-Glucosa

Después de 24 horas de incubacién a condiciones estdndar, se agregd la glucosa a los
cultivos senialados segtin las condiciones anteriores. Después de terminar el tratamiento,
se recolectaron las células perfectamente identificadas en tubos eppendorf de 1.5mL y
se agregaron los reactivos de Anexina o IP, incubandolos protegidos de la luz para de
inmediato ser leidos mediante el citometro de flujo.

3.7. Expresion de genes proapoptoéticos y de estrés oxida-

tivo mediante RT-PCR

La expresion de genes proapoptéticos y de estrés oxidativo se realizé de los siguientes
tratamientos:

= Control negativo

= 1h con 40mM D-Glucosa

2h con 40mM D-Glucosa
= 5h con 40mM D-Glucosa
= 24h con 40mM D-Glucosa
= 48h con 40mM D-Glucosa

El protocolo que se siguié para la expresion de genes es el mismo que se realizé du-
rante la expresion neural y adipogénica. Primero, se extrajo el RNA de los tratamientos
establecidos, posteriormente se sintetizé el cDNA con la ayuda de una RT-PCR. Los
primers utilizados para la amplificacion de los genes fueron los siguiente:
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Tabla 3.7: Set de primers disenados para la identificacién de genes de apoptosis y estrés

oxidativo

Gen Base de datos | Secuencia ¢ Producto

AMPK NM 006251 F:TGTCACAGGCATATGGTGGTC 191pb
R:GGGCCTGCATACAATCTTCC

BNIP3 NM 004052 F:GCTCGCAGACACCACAAGAT 197pb
R:AAAGAGGAACTCCTTGGGGG

HIF1la NM 001530 F:CCATGCCCCAGATTCAGGAT 199pb
R:TCTGTGTCCTGAGTAGAAAATGGG

p53 NM 000546 F:CAACAACACCAGCTCCTCTCC 192pb
R:TTTTTGGACTTCAGGTGGCTGG

“Las secuencias fueron disefiadas para amplificar la mayor cantidad de variantes reportadas y con
la inclusién de un intrén entrecada cebador para confirmar que no se amplifique la secuencia gendémica,
ademas de ser analizados con la herramienta Oligoanalyzer para la busqueda de posibles interferencias

homodiméricas y heterodiméricas.

Posterior a la amplificacién de los genes se realiz6 una electroforesis con los pro-
ductos de la RT-PCR en un gel de agarosa al 2% y se visualizo el gel mediante un
fotodocumentador con filtro UV para poder exportar fotografias del gel y ser analizadas
con el software Imagel.

3.8. Tratamiento de datos

Todos los datos obtenidos se almacenaron en una base de datos que posteriormente
se utilizaron para realizar un analisis de varianza (ANOVA) y comparaciones multiples
de medias con el software GraphPad Prism.
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Capitulo 4

Resultados

4.1. Aislamiento y cultivo celular

Al recolectar las muestras de cordéon umbilical, se generaron los explantes de la
gelatina de Wharton mediante cortes finos hasta generar un macerado que se colocd en
las botellas de cultivo. Al incubar el tejido a condiciones estandar por +5 dias comenzd
la adhesion de éste al plastico, donde de forma gradual emergieron y migraron células
fibroblasticas (fig. 4.1, inciso a). Posterior a la migracion de las células, se formaron
colonias que aumentan su tamano respecto al tiempo mediante la interaccién entre las
células y la metabolizacion de los nutrientes del medio de cultivo CHANG, creando una
monocapa de células fibloblastoides, doblemente espiculadas con distribucién radial.
Sin embargo, los cultivos primarios no son homogéneos, ya que se visualizan células
romboides, aunque en menor proporcién y conforme avanza la confluencia ésta baja
hasta no ser observables.

(a) Migracién celular (b) Cultivo Primario (¢) Cultivo confluente

Figura 4.1: Morfologia de células aisladas de WJ de cordén umbilical humano, cultiva-
das en medio CHANG suplementado con antibidtico y fungizona, incubadas a condiciones
estindar. (a) Migracion espontanea de las células del tejido a la superficie plastica. (b)
Cultivo primario en desarrollo después de retirar los explantes de tejido, observando la

morfologia fibroblastica biespiculada. (¢) Cultivo confluente en monocapa y tejido.
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4. RESULTADOS

4.2. Caracterizacion, clasificacién y enriquecimiento de las

hWJMSC

Con el fin de enriquecer el cultivo celular de hWJMSC, se inmunofenotipificé por
citometria de flujo las células del cultivo primario de la gelatina de Wharton mediante
tincion sencilla con marcadores de troncalidad (CD13, CD44, CD73, CD90 y CD105),
hematopoyéticos (CD34 y CD45) y endotelial (CD31), que permitieron esbozar el feno-
tipo de las MSC. Primeramente, se definieron los parametros de homogeneidad celular
en tamano y complejidad. Se observo que las células del cultivo primario expresaban un
marcaje positivo para los marcadores CD13, CD44, CD73, CD90, CD105, destacando
que para CD13, CD44, CD90 expresan promedios mayores al 90 % y para CD73, CD105
el promedio de marcaje es mayor al 85 %. Ademéas, una expresion disminuida de los
marcadores CD31, CD45, es decir, méas del 95% de la poblacion celular no expresaba
dichos marcadores. Sin embargo, el marcador CD34 no expresaba un 56.76 % pero el
resto si, evidenciando la existencia de dos poblaciones una CD34™" y otra CD34~.

Figura 4.2: Caracterizacion celular con tincion sencilla de marcadores de supeficie por
citometria de flujo. Los graficos muestran en color gris la autofluorescencia de las célu-
las corresponiente al fluoréforo usado; en azul se muestra la emision de fluorescencia del
anticuerpo correspondiente; los porcentajes indican el promedio de expresiéon y desviacion
estandar del marcador correspondiente; R1 muestra la region que indica el margen pa-
ra determinar la positividad del marcaje sencillo, el cual se establecié previamente. n=6,

numero de eventos=100,000.
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4.2 Caracterizacion, clasificaciéon y enriquecimiento de las hWJMSC

Posteriormente, se realizaron tinciones multiples, que permitieron identificar la exis-
tencia de dos subpoblaciones una CD34%, CD45" que representaba el 40 % y otra
CD34~, CD45™ con el 56 % (figura 4.3). Al evaluarlas frente a los marcadores de tronca-
lidad, se concluy6 que la poblacién que no expresaba los marcadores hematopoyéticos,
era la que més expresaba los marcadores CD44, CD73, CD90 y CD105, excepto CD13
que fue ligeramente mayor su expresion en la poblacion CD34%, CD45T.

(a) Seleccién de células por tamano y complejidad. (b) Identificacién de subpo-

blaciones.

(¢) Marcaje de marcadores positivos CD13, CD73, CD90 y CD105

Figura 4.3: Caracterizacion de las subpoblaciones en células de gelatina de Wharton.
A) Seleccion de la poblacion celular mediante tamafo y complejidad. B) Identificacion
por marcaje doble con CD34 y CD45 de la presencia de dos subpoblaciones celulares
coexistentes, en color azul CD34™" (56 %) y color naranja CD34~ (40 %). C) Caracterizacion

de ambas poblaciones celulares con los marcadores positivos CD13, CD73, CD90 y CD105.
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Con el fin de enriquecer el cultivo celular de hWJMSC que se utilizara para la demés
experimentacion, se realizd una selecciéon negativa con los marcadores hematopoyéticos
CD34, CD45 y el marcador endotelial CD31, ya que los marcadores de troncalidad son
similarmente expresados en ambas subpoblaciones. Mediante el equipo FACS Aria I11,
BD Bioscience ® se seleccionaron con una eficiencia mayor al 98 %, solo las células
que no expresaban CD31, CD34 y CD45, que representan aproximadamente un 20 % de
la poblacién celular inicial. Después de ésta seleccion negativa se realizé una seleccion
positiva a éstas células mediante la tincién con los marcadores CD13, CD44, CD73,
CD90 y CD105, con el fin de ratificar la expresion de éstos marcadores en las células
seleccionadas y enriquecer la poblacién celular. Basandonos en esto, se determiné que
la poblacién con fenotipo CD13T, CD31~ CD34~, CD44%, CD45~, CD73%", CD90™
y CD105" concuerda con los criterios establecidos y reportados para MSC por ISCT.
Por lo tanto, a éstas células seleccionadas se les asigné el nombre de células troncales
mesenquimales de la gelatina de Wharton de cordén umbilical humano.

4.3. Proliferacion celular

Para determinar la proliferaciéon de las hWJMSC se evaluaron 3 medios de cultivo
diferentes: CHANG, DMEM 10 %SFB y DMEM F12 10 %SFB. Ademés de tratamientos
con diferentes concentraciones de D-Glucosa y L-Glucosa, como se muestra en la tabla
4.1. Se observéd una adaptaciéon celular mas rapida en los cultivos con medio CHANG
y DMEMF12 respectivamente, en comparacion con DMEM, en el cual ademas de la
baja proliferacién a pesar de ser el medio recomendado para su crecimiento se observo
que células cultivadas mostraban un mayor ntmero de muerte celular al cuantificar-
las con Azul de Tripan en la camara de Neubauer. Las curvas de proliferacion (figura
4.4) muestran una tendencia exponencial, siendo estadisticamente significativa mayor
en los medios CHANG y DMEMF12, en comparaciéon con DMEM. Mientras que en-
tre los medios CHANG y DMEMF12 no se identificé una diferencia significativa. Las
curvas de proliferacion a diferentes concentraciones de glucosa no se anexan, ya que no
existi¢ diferencia significativa entre éstas a excepciéon del medio CHANG en hWJMSC
normoglicémicas, mostrando que las concentraciones 30mM y 40mM D-Glucosa tenian
diferencia estadisticamente significativa respecto a su control. Al generar los tiempos de
duplicacion (TD) , se conocid el tiempo promedio que tardaba el cultivo celular en du-
plicar su namero de células y se observo claramente que el medio CHANG y DMEMF12
respectivamente, fueron los medios en los que la proliferacion era mas rapida y sin células
no viables al agregar Azul de Tripan.

Al igual que en las curvas de proliferacion, los TD mostraron una diferencia signi-
ficativa entre los medios CHANG y DMEMF12, en comparaciéon con DMEM. Su TD
promedio fue de 23.1 horas en los medios CHANG y DMEMF12, siendo menor compa-
rado con el DMEM el cual present6 un letargo del 165 % respecto a los ya mencionados.
Aunque el medio DMEM es ampliamente utilizado para el mantenimiento y prolifera-
cion de las hWIJMSC (Wang et al., 2004; Mitchell et al., 2003; Conconi et al., 2006;
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4.3 Proliferaciéon celular

Walecka et al., 2017), se us6 el medio CHANG para el mantenimiento de los cultivos,
debido a su particular uso en cultivos primarios de células troncales de liquido amniético
y su extenso uso en el departamento de Genética del INPer, a pesar de la nula existencia
de reportes en la literatura para las MSC.

Figura 4.4: Curva de proliferacion de las hWJIMSC normoglicémicas y diabéticas in vi-
tro. En color negro se representan las hWJMSC normoglicémicas o control y, en color rosa
las hWJMSC diabéticas. e representa al medio CHANG, B al medio DMEM y A al me-
dio DMEMF12. * Diferencia estadistica, DMEM vs CHANG/DMEMF12. ** Diferencia

estadistica, normoglicémicas vs diabéticas. ANOVA, a<0.05
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Proliferacion de hWJMSC normoglicémicas
en CHANG con diferentes concentraciones
de glucosa
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Figura 4.5: Curvas de proliferacion de las hWJMSC normoglicémicas y diabéticas con

diferentes concentraciones de glucosa en medio CHANG. Observando que en las hWJMSC

normoglicémicas el comportamiento es inversamente proporcional a la concentracién mien-

tras que en las hWJMSC diabéticas la proliferacion se modifica pero la tendencia a disminuir

la proliferacién conforme se aumenta la concentraciéon de glucosa permanece.

Figura 4.6: Tiempos de duplicacion de las hRWJIMSC normoglicémicas y diabéticas in vitro.

Grafica de tiempos de duplicaciéon promedio de hWJMSC in wvitro en diferentes medios

de cultivo: CHANG, DMEM y DMEMF12. En color negro se representan las hWJMSC

normoglicémicas o control y, en color rosa las hWJMSC diabéticas. * Diferencia estadistica,

DMEM vs CHANG/DMEMF12. ANOVA, «<0.05
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4.3 Proliferacion celular

Tabla 4.1: Proliferacion de las hWJMSC normoglicémicas y diabéticas in vitro a diferentes

concentraciones de glucosa. Tabla comparativa de los tiempos de duplicacién celular de
hWJIMSC in wvitro en diferentes medios: CHANG, DMEM 10% SFB y DMEMF12 10 %
SEB con los siguientes tratamientos: Control, 20uM D-Glu, 30uM D-Glu, 40pM D-Glu,
30uM L-Glu y 40pM L-Glu. Identificando que los medios CHANG y DMEMF12 generan

un TD bajo respecto al de DMEM 10 % SFB.

Medio de cultivo Tratamiento | Control (horas) | Diabéticas (horas)

CHANG Control 22.6 + 24 22.8 +£ 3.6
20uM D-Glu 23.3 £ 3 22.3 + 4.6

30uM D-Glu 254 +4°¢ 24.79 + 8.9

40uM D-Glu | 30.7 £7.4° 28.8 + 16.9
30uM L-Glu 27.8 £ 8 39 + 15.5

40puM L-Glu 27.7 £ 6.5 29.3 £ 10.6

DMEM 10% SFB ¢ Control 38 + 14.1 54.3 + 12.7
20uM D-Glu 48.3 + 15.3 83.3 +£ 30.9

30uM D-Glu 55.5 £ 19.2 48.7 + 23.7

40puM D-Glu 65.7 + 29 59.25 + 20.8

30uM L-Glu 99.5 + 24 73.9 £ 26.1

40puM L-Glu 95.5 £ 22.8 48.4 + 14.2

DMEMF12 10 % SFB Control 23.6 £ 3.1 28.4 + 3.3
20uM D-Glu 24 + 5.3 28.1 £ 1.2

30uM D-Glu 24.3 + 2.4 31.7+ 4.9

40uM D-Glu 26.8 + 3.7 32.5 £ 34

30uM L-Glu 23.6 £ 2.5 29.6 £ 5.1

40puM L-Glu 23.4 + 3.6 319+ 44

“Diferencia estadistica respecto al control, ANOVA «<0.05
Diferencia estadistica respecto al control, ANOVA «<0.05
“Diferencia estadistica con medio CHANG y DMEMF12 10 %SFB, ANOVA «<0.05
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4.4. Diferenciacion neural de hWWJMSC

Con el fin de confirmar el tercer y ultimo criterio establecido por la ISCT, se esta-
blecié inducir a diferenciaciéon a diversos tejidos. Los cultivos de hWJMSC sembrados
para diferenciacion neural fueron tratados con un pre-tratamiento de 3 dias con SFGF
y un tratamiento de 14 dfas con Forskolina, mostrando cambios en estructura, tamano
y composicion celular, transicionando de una forma fibroblastica biespiculada a células
con cuerpo redondo y refractante bajo microscopia 6ptica ademas de prolongaciones
provenientes del cuerpo celular propias de las células neurales. Cabe resaltar que aun-
que el tratamiento de induccién neural original sélo se pensaba realizar con Forskolina,
se decidié adicionar un pre-tratamiento de 3 dias con SFGF, ya que aumento6 el ntime-
ro de células diferenciadas con morfologia tipo neural, ademéas de no detectar efectos
citotoxicos.

(a) Control negativo (b) Cultivo diferenciado (c) Célula tipo neural

Figura 4.7: Diferenciacion neural de hWJMSC. (a) Cultivo de hWIJMSC control negativo
a 100x. (b) Cultivo de htWJMSC con 3 dias de pre-tratamiento con SFGF y 14 dias con
Forskolina a 100x. (c) Célula diferenciada que muestra claramente la morfologia tipo neural

con prolongaciones citoplasmaéticas delgadas ramificadas a 400x.

Una vez realizada la diferenciacion y visualizadas las células por microscopia 6ptima,
también se evaluo la diferenciacién a nivel de expresion de marcadores indicativos de
troncalidad como SOX2, Nestina y marcadores de precursores de células neurales como
MAP2, TUBSIIIL, mediante la expresion de dichos genes a diferentes dias de diferencia-
cion neural por RT-PCR. Como resultado se observo que los marcadores de troncalidad
y de diferenciacion neural estaban presentes en las células atin sin induccién, situacion
que se mantuvo durante la pre-induccién con SFGF por 3 dias pero al séptimo dia de
induccién con Forskolina el marcador Nestina y SOX2 comenz6 a disminuir, la expresion
de TUBPBIII se mantuvo y la de MAP2 aument6. Al finalizar los 14 dias de induccién
neural, el marcaje de Nestina disminuy6 notoriamente, mientras que la expresion de
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4.4 Diferenciacion neural de hWJMSC

MAP2 aument6. Al realizar la cuantificacion relativa de cada gen con respecto a -
Actina se observd una tendencia donde los marcadores de troncalidad disminuian y el
marcador MAP2 aumentaba conforme el tiempo de inducciéon aumentaba.

0d 3d 7d 14d

Sox2

Nestin

TubB3

MAP2

B-actin

(a) Control negativo (b) Cultivo diferenciado

Figura 4.8: Ezxpresion y cuantificacion semicuantitativa de marcadores de troncalidad y
diferenciacion neural temprana por RT-PCR. (a) Expresion en gel de agarosa de genes de
troncalidad SOX2, Nestina y marcadores de diferenciaciéon neural TUBSIII, MAP2 a los 0,
3 (pre-tratamiento), 7 y 14 dias de inducciéon neural. B) Grafica de expresion relativa de

genes de troncalidad y diferenciacién neural temprana a través de los dias de diferenciacion.

Asimismo, se realiz6 la evaluaciéon de la expresién de marcadores especificos a nivel
de proteina a las células troncales con y sin induccién neural, empleando inmunofluores-
cencia por marcaje indirecto. Donde las hWJMSC sin tratamiento de induccién neural
mostraron fuertemente la expresion de los marcadores de troncalidad SOX2 y Nestina,
mientras que la expresion de TubulinaSIII fue controversial, al coexistir en el mismo cul-
tivo en poblaciones que expresaban fuertemente los marcadores de troncalidad y otras
hWJMSC que no lo expresaban (figura 4.9).Mientras que las células tratadas con SFGF
por 3 dias y Forskolina por 14 dias, con morfologia tipo neural mostraron la ausencia
del marcador SOX2, aunque la expresion de Nestina continuo durante el proceso de
diferenciaciéon. El marcador TubulinaSIIl se observo tanto en células con morfologia
tipo neural, y sin dicha morfologia, pero se destacé un aumento de la intensidad en las
células con la morfologia tipo neural. Se evidencié también la expresiéon de marcado-
res indicativos de células tipo neurales, como MAP2 y TH, los cuales son marcadores
ampliamente utilizados para la identificaciéon de neuronas maduras. En la figura 4.10
se muestra de color verde la expresion de TubulinaSIIl y de color rojo los marcadores
SOX2, Nestina, MAP2 y TH, para evitar confusién se muestra un marcador de color
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rojo por fila y TubulinaSIII en color verde, ademés de la compilacién o marge de ambos
marcadores expresados y DAPI para resaltar nicleos celulares, respaldando asi la afir-
macién de que las células con la morfologia tipo neural son las que expresan fuertemente
los marcadores MAP2, TubulinaSIIl y TH, al igual que el mantenimiento de Nestina y
la ausencia de SOX2 (indicativo de propiedades de troncalidad).

(a) Nestina (b) TubulinaBIII (c¢) Marge

(d) sox2 (e) TubulinapIIIl (f) Marge

Figura 4.9: hWJMSC sin induccion neural. (a) Expresion positiva de Nestina en color
rojo (Alexa Fluor 594). (b) Expresion positiva de TubulinafIIl en color verde (Alexa
Fluor 488). (¢) Compilacion de expresion de DAPI, Nestina y TubulinaSIIIL.(d) Expresion
positiva de SOX2 en rojo (Alexa Fluor 594). (e) Expresion positiva de TubulinaS1II en
verde (Alexa Fluor 488). (f) Compilacion de expresion de DAPI, SOX2 y TubulinaSIIL.
100x
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4.4 Diferenciacion neural de hWJMSC

(a) MAP2 (b) TubulinapIIT (c) Marge
(d) Nestina (e) TubulinaBIII (f) Marge
(g) SOX2 (h) TubulinapIIl (i) Marge

() TH (k) TubulinaBIII (1) Marge

Figura 4.10: hWJMSC con induccion neural. (a) Expresion positiva de MAP2 en rojo
(Alexa Fluor 594). (b, e, h, k) Expresion positiva de TubulinaIII en verde (Alexa Fluor
488). (c) Compilacion de expresion de DAPI, MAP2 y TubulinaSII1.(d) Expresion positiva
de Nestina en rojo (Alexa Fluor 594). (f) Compilacion de expresion de DAPI, Nestina
y TubulinaII. (g) No expresion de SOX2. (i) Compilacion de expresion de DAPI y
TubulinafIII. (j) Expresion positiva de TH en rojo (Alexa Fluor 594). (1) Compilacion de
expresion de DAPI, TH y TubulinaBIII. 100x
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4.5. Diferenciacion adipogénica de hWJMSC

Para determinar la capacidad de diferenciacién adipogénica de las hWJMSC, se
realizaron experimentos de induccién de diferenciaciéon adipogénica mediante el me-
dio especializado MesentCult Adipogenic Medium por aproximadamente 40 dias. Los
resultados fueron visibles al aumentar el tamano celular y formacion de vacuolas de
aspecto oleoso diminutas que conforme pasaban los dias de induccién se agrupaban e
iban aumentando su tamano. Para visualizar dichas vacuolas intracelulares y confirmar
el origen lipidico de éstas, se realiz6é tincién con rojo oleoso O, cabe mencionar que
las vacuolas son caracteristicas de células adiposas (figura 4.11, incisos a-c). Ademas,
mediante RT-PCR de punto final, se evalu6 de manera semicuantitativa la presencia del
marcador de diferenciacion adiposa PPAR-~y, expresdndose de manera evidente en las
células con tratamiento de diferenciacién respecto a las que no fueron tratadas. Para la
cuantificacion de la expresion relativa del gen PPAR~y, se utilizé como referencia el gen
(B-Actina, el cual es un gen constitutivo en las células con y sin diferenciacion, eviden-
ciando cualquier aumento en la expresion del marcador adiposo (figura 4.11, incisos d,

e).

4.6. Diferenciacion osteogénica de hWJMSC

Para evaluar la capacidad de diferenciacion osteogénica de las hWJMSC, se realiza-
ron cultivos con presencia de Dexametasona, acido ascorbico y [-Glicerofosfato. Mos-
trando que aquellos cultivos que estuvieron en interacciéon con dichos inductores por
alredeor de 14 dias, sufrieron cambios celulares, como la mineralizacion intracelular. Sin
embargo, la estructura celular continué siendo similar entre ensayos, por lo que utilizé
tincion con Alizarin Red S para hacer visible la mineralizacion celular. Evidenciando
que el cultivo con mineralizacién caracteristica del tejido osteogénico se tine de color
rojo a diferencia del control (figura 4.12).
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(a) hWJMSC control (b) hWJMSC con diferen- (c) hWJMSC diferenciadas
ciacién con tincién de rojo oleoso O
(d) Expresion de genes en (e) Expresién semicuantitativa de PPAR~y

gel de agarosa

Figura 4.11: Diferenciacion adipogénica de hWJMSC (a) Células en medio MesentCult
basal a 40x, sin cambio. B) Células en medio suplementado con diferenciador adipogénico,
destacando los depdsitos de lipidos caracteristicos de los adipocitos, a 40x. C) Células
diferenciadas con tinciéon de rojo oleoso O, destacando los depoésitos de lipidos tenidos de
color rojo, a 40x. D) Gel de agarosa con los productos de la RT-PCR mostrando mediante
bandas la expresion del gen S-Actin y PPAR~y en hWJMSC control negativo, células de la
gelatina de Wharton y células con induccion de diferenciacion adipogénica. E) Grafica de

barras mostrando el aumento de la expresion relativa de PPAR~y por RT-PCR.
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(a) Control negativo (b) Cultivo diferenciado

Figura 4.12: Diferenciacion osteogénica de hWJMSC. (a) Cultivo de hWJMSC control
negativo tefiido con Alizarina a 100x. (b) Cultivo de hWJMSC después de induccion os-
teogénica, tenido con Alizarina a 100x. Observando que la mineralizacién en el cultivo se

tine de color rojo.

4.7. Apoptosis de hWIMSC

Para determinar el grado de apoptosis de hWJMSC en condiciones de hiperglicemia,
se realizaron ensayos a 2 y 24 horas con 40mM de D-Glucosa mediante la adicion de
Anexina V, IP y cuantificacién por citometria de flujo. Se observd que en ambos cultivos
de hWJMSC aumenté la apoptosis respecto a su control. Sin embargo, en el caso de
las hWJMSC diabéticas se observo el aumento de la apoptosis a las 2 horas después de
agregar 40mM de D-Glucosa y aunque a las 24 horas el porcentaje de aumento en la
apoptosis es casi imperceptible, ésta fue mayor que el control. En el caso de las hWMJSC
normoglicémicas también se observé una tendencia de mayor aumento en la apoptosis a
las 2 horas que a las 24 horas después de estar en contacto con la glucosa. Es importante
resaltar que la diferencia de 2h respecto al control no es significativa, asi como tampoco
lo es el aumento a las 24 horas (figura 4.13).
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4.8 Expresion de genes proapoptoéticos y de estrés oxidativo

Figura 4.13: Apoptosis en hWJIMSC diabéticas y normoglicémicas. Grafica de barras
que muestra el porcentaje de apoptosis de hWJMSC normoglicémicas y diabéticas con
tratamientos de 40mM D-glucosa a 2 y 24 horas, ademas de un tratamiento con 40mM su

respectivo control.

4.8. Expresion de genes proapoptoéticos y de estrés oxida-
tivo

Con el fin de conocer si las condiciones de hiperglicemia influyen en la expresion
de genes especificos, se realizaron ensayos evaluando la expresion de los genes proapop-
toticos BNIP3, p53 y los asociados a estrés oxidativo AMPK, HIF1la en cultivos de
hWJMSC en condiciones de hiperglicemia por 0, 0.5, 1, 2, 5, 24 y 48 horas con 40mM
D-Glucosa. Con apoyo de RT-PCR, su respectiva electroforesis en gel de agarosa al
2% y semi-cuantificacion con el software ImageJ, se analizaron y realizaron graficas
con los datos obtenidos para comparar el comportamiento de las células de hijos de
madres normoglicémicas y diabéticas. En la figura 4.14 se muestran graficas por gen
comparando hWJMSC normoglicémicas (barras negras) contra diabéticas (barras ro-
sas). Identificando una tendencia de aumento en la expresion relativa de todos los genes
en los ensayos con hWJMSC provenientes de madres diabéticas en comparaciéon con las
normoglicémicas. Sin embargo, ésta diferencia no es significativa a excepcion de AMPK
a las 0.5 horas con tratamiento de glucosa. Visualmente los tratamientos a 0.5, 1 y 2
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horas son los que tienen un mayor aumento en la expresion relativa de los genes, en
su mayoria més elevado al control, seguido de la disminucién de la expresion en los
siguientes tratamientos (5, 24 y 48 horas). El gen que muestra cambios en la expresion
relativa en més tratamientos es HIF1la. La expresion mayormente alterada fue del gen
AMPK a las 0.5 horas y el gen HIF1a a 1 hora de agregar 40mM D-Glucosa.

Figura 4.14: Grdficas de barras de expresion relativa de genes pro-apoptdticos y asoci-
dados al estrés oxidativo. Las barras negras ejemplifican hWJMSC de hijos de madres no
diabéticas y las barras rosas de madres diabéticas. El primer par de barras por grafica
muestra las hWJMSC sin glucosa, mientras que los siguientes pares muestran ensayos con

40mM D-Glucosa por 0.5, 1, 2, 5, 24 y 48 horas respectivamente. ANOVA, «<0.05
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Capitulo 5

Analisis de Resultados

La diabetes mellitus es una enfermedad con alta prevalencia en el mundo, prin-
cipalmente en América y el Caribe. No obstante, el conocimiento que se tiene sobre
ésta patologia es insuficiente, puesto que no han existido progresos muy notorios en
su entendimiento y tratamiento. El estudio de la diabetes durante la gestaciéon ha sido
realizada en modelos murinos in vivo y en modelos de células troncales neurales o de
cresta neural in vitro. Al ser poco el conocimiento acerca del mecanismo en el humano,
es de vital importancia generar un modelo para su estudio en humanos. Se piensa que
las hWJMSC son un potencial modelo de investigaciéon en humanos debido a sus ca-
racteristicas. Al ser la hiperglicemia una de las principales caracteristicas de la DM, es
importante conocer el efecto que éste estado pueda generar en las células, en este caso
troncales mesenquimales.

El protocolo de aislamiento fue mediante explantes de la gelatina de Wharton, que
se ubica en la zona perivascular del cordén umbilical, entre las arterias, vena umbilical y
el epitelio de revestimiento. La gelatina de Wharton desperto el interés de investigadores
al provenir de tejidos extraembrionarios y ser una prometedora alternativa a las HSC.
No obstante, atin no existen métodos estandarizados de aislamiento, proliferacién y
caracterizacion que permitan reproducir un modelo celular con fines de investigacion,
entendimiento y aplicacion clinica. Ademaés, la region de interés para hWJMSC no ha
sido estandarizada, ya que no se sabe si las poblaciones de células troncales dentro de
las regiones del cordén umbilical son las mismas, puesto que no existe una demarcacién
clara histologicamente entre estas regiones (Kim et al., 2013).

Las células extraidas de la gelatina de Wharton mostraron dos poblaciones diferen-
tes, siendo més evidente la diferencia entre poblaciones al comienzo de la migracion
celular de los explantes al plastico. Las células en mayor proporciéon en el cultivo po-
sefan un fenotipo fibroblastoide doblemente espiculado con crecimiento en monocapa y
distribucion radial, caracteristico de las MSC en cultivo in vitro (Batsali et al., 2013).
Aunque, estaba la presencia de otra poblacion con morfologia epitelioide estrellada, con
un bajo porcentaje que disminuia al aumentar la confluencia del cultivo. Esto, se piensa
es debido al origen heterogéneo de los explantes a pesar de provenir de un mismo tejido,
puesto que el cordén umbilical existen regiones intervasculares, amnio, subamniéticas y
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perivasculares (Kim et al., 2013; Karahuseyinoglu et al., 2007). Es importante destacar
que ésta metodologia no necesita tratamientos enzimaticos y que al separar los vasos
sanguineos umbilicales de la gelatina de Wharton se disminuye la contaminacién con
células endoteliales y/o sanguineas.

La caracterizacion de las células derivadas de la gelatina de Wharton en cultivo pri-
mario sefiald la expresion positiva de los marcadores moleculares CD13, CD44, CD73,
CD90 y CD105, los cuales se consideran los tipicos expresados por las células troncales
mesenquimales (Fong et al., 2010; Dehkordi et al., 2016). Mientras que para CD31 y
CD45, la expresion se considerd negativa al ser menor al 4 %. Se sabe que el marcador
CDa31, también conocido como PECAM-1, corresponde a una glicoproteina transmem-
branal de adhesion en células endoteliales (Park et al., 2015). Los marcadores CD34 y
CD4b5, son proteinas asociadas a las células hematopoyéticas: en el caso de CD45, actua
como una proteina tirosina fosfatasa que se expresa en todos los leucocitos, principal-
mente en células T para la activacion de éstas células (McPherson, 2012); CD34 es una
proteina transmembranal glucosilada que se expresa en células troncales hematopoyéti-
cas, con un papel de adhesion en la hematopoyésis temprana al mediar la unién de las
células troncales a la matriz extracelular de la médula 6sea o directamente a las células
del estroma (UniProtKB, 2018). Conociendo ésto, la ausencia de células con marcaje
positivo para CD31 y CD45 nos dice que la presencia de células endoteliales y de origen
hematopoyético es casi nula y que la expresién negativa de éstos marcadores en células
CD13", CD44*, CD73%, CD90" y CD105™, ratifica el modelo minimo de carcateriza-
cion en MSC. Sin embargo, CD34 presentd una expresion controversial, debido a que
expresaba el marcador en aproximadamente 56 % de la poblaciéon, pensando que podrian
coexistir dos poblaciones con una relacién de 50:50, una CD34" y otra CD34~. Con el
fin de enriquecer la poblacién celular con células CD347, ya que la ausencia de éste
marcador ayuda a confirmar la caracterizacion de hMSCWJ, se realiz6 seleccién nega-
tiva de CD34 y posterior caracterizaciéon, mostrando que el marcador CD34 permanece
presente en la poblacién celular.

Dado que, CD34 es fuertemente asociado a HSC y células hematopoyéticas, es dificil
de relacionar a dicho marcador con células no hematopoyéticas sin pensar en contami-
nacién. Sin embargo, existe evidencia de que CD34 no s6lo se puede expresar en MSC
sino también en células musculares satélite, queratocitos corneales, células instersticia-
les, progenitores epiteliales y progenitores del endotelio vascular. En muchos casos, las
células CD34 representan una pequena proporciéon de la poblacién celular total y tam-
bién indican un subconjunto distinto de células con actividad progenitora potenciada
(Sidney et al., 2014). La evidencia de que MSC es CD34~ se basa principalmente en
MSC cultivadas, no en MSC residentes en tejido, ademés existe evidencia documentada
de CD34~ en HSC (Donnelly et al., 1999). Por lo tanto, ni todas las MSC son CD34~
ni todas las HSC son CD347". Estudios en MSC de diversos origenes han observado una
desaparicion de la expresion de CD34 cuando las células se propagan en cultivo. Por lo
tanto, la evidencia disponible apunta a que CD34 se expresa en las MSC residentes en
tejido, y su hallazgo negativo es una consecuencia del cultivo celular (Lin et al., 2012).
El conocimiento sobre las MSC CD347" es pobre, por lo que no se podria afirmar si
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modifica la funcién de las MSC, principalmente en el potencial de diferenciacion.

A pesar de saber que CD34 podria fungir como marcador constitutivo de las MSC,
se realizé una seleccion negativa de CD31, CD34 y CD45, para realizar la experimen-
tacion posterior. Considerando a las células aisladas como hWJMSC, a falta de anélisis
del potencial de diferenciacion, se realizaron curvas de proliferaciéon con tres medios:
CHANG, DMEM10% SFB y DMEMF12 %SFB. Mostrando mejor adaptacion al me-
dio CHANG y DMEMF12 10% SFB, en contraste con el medio DMEM 10 % SFB,
aunque éste ultimo es uno de los medios mas utilizados para la manipulacién de éstas
células (Mitchell et al., 2003; Wang et al., 2004; Conconi et al., 2006; Walecka et al.,
2017). Sin embargo, se observo que el medio DMEMF12 10 % SFB no generaba condi-
ciones estables en los cultivos, es decir, en algunos cultivos primarios la adaptacién era
muy rapida y en otros era demasiado lenta. Mientras que el medio CHANG generaba
una adaptacion rapida en cualquier cultivo primario, homogenizando los tiempos de
proliferacién y namero de pasajes celulares en la experimentacién. Es por eso que se
considerd como el mejor medio para realizar la experimentacion. El medio CHANG fue
desarrollado para cultivos primarios de células de liquido amni6tico humano para su
uso en cariotipos y otras pruebas prenatales (CHANG Medium, 2018). Atribuyendo la
mejor adaptacion celular al medio CHANG, a que los medios para uso en cariotipos,
generan la division celular para visualizar mayor nimero de metafases y por lo tanto
cromosomas, aunado que esti suplementado con suero fetal bovino y suero de ternera
recien nacida. Sin embargo, no existe literatura que reporte el uso de éste medio para
proliferar o mantener hWJMSC. Mientras que la mejor adaptacion al medio DMEMF12
10% SFB a diferencia del medio DMEM 10 % SFB, se piensa es debido a la mezcla del
medio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium con Ham’s Nutrient Mizture F-12 para el
cultivo de células de mamiferos (DMEMF12 Medium, 2018).

La manera en que se evalud la adaptacion de las hWJMSC a los medios, fue me-
diante curvas de proliferacion y TD. Las curvas de proliferacion arrojaron que so6lo el
medio DMEM 10 %SFB tuvo una diferencia estadisticamente significativa con los me-
dios CHANG y DMEMF12 en células normoglicémicas y diabéticas, siendo CHANG el
medio con mayor proliferacion seguido de DMEMF12, aunque entre éstos el comporta-
miento fue similar. Ademas, en los medios CHANG y DMEMF 12 se observé disminucion
significativa de la proliferacion en las células diabéticas respecto a las control. Sugiriendo
que las condiciones hiperglicémicas si afectan la proliferaciéon celular.

Asimismo, en los TD, el medio DMEM generé los mayores tiempos de duplicacion,
provocando la baja tasa de proliferacion en las curvas. Los medios CHANG y DMEMF12
tuvieron un comportamiento similar, con un tiempo de duplicacién de 23.1 horas en
promedio, siendo muy cercano al reportado de 24.5 horas (Fong et al., 2010). Dentro del
grupo de ensayos del medio CHANG, los tratamientos con 30 y 40mM D-Glu tuvieron
diferencia significativa respecto a su control en las células normoglicémicas, es decir, el
TD aument6 significativamente en éstos tratamientos con glucosa en comparacién con
el control del medio. Sin embargo, éste comportamiento no se presenté en los demas
medios pero podria ser un indicio de un mayor efecto negativo de la hiperglicemia en
hWJMSC normoglicémicas que en diabéticas.
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El nimero de pasajes que se mantuvo el cultivo primario fue de aproximadamente
8, debido a que se ha reportado que las MSC pueden cultivarse in wvitro por tiempo
prolongado en estado indiferenciado y alcanzan un periodo de vida entre 15 y 50 du-
plicaciones celulares (aproximadamente 15 pases). Sin embargo, reciente se informé que
existen modificaciones especificas de la expresiéon génica en WJMSC conforme se pro-
longa el cultivo hasta 12 pases celulares, sobreexpresando 157 genes y la regulacion
negativa de 440 genes relacionados con la respuesta inflamatoria, estrés celular, proli-
feracion, maduracion celular y apoptosis (Gatta et al., 2013). Se sabe que las MSC in
vitro presentan un ciclo celular de tres fases durante el cultivo: 1) Fase de retraso, dura
de 12 a 24 horas, las células reconstituyen el citoesqueleto y secretan proteinas de matriz
extracelular para adherirse al plastico; 2) Fase Exponencial, donde la poblacion celular
se duplica, ocurriendo varias veces durante el cultivo y 3) Fase Estacionaria, momento
idoneo para la induccion de la diferenciacion celular al reducir su crecimiento (Pérez-
Serrano et al., 2012). Aunque en éste caso, se necesiten métodos de cuantificacion més
sensibles y precisos, los resultados obtenidos dirigen el camino de la investigacién para
corroborar que la proliferacion se ve modificada en medio hiperglicémico. Ademas de
estandarizar medios de cultivo y metodologia de mantenimiento y expansiéon celular que
mantega las caracteristicas tipicas de las MSC.

Estudios experimentales demuestran que la hiperglicemia afecta la proliferacion ce-
lular durante la embriogénesis, como células de trofoblasto en el primer trimestre in
vitro (Weiss et al., 2001), células de blastocisto in vitro o in vivo en roedores (Moley
et al., 1998) y en el tubo neural de embriones en raton (Fine et al., 1999). Reciente-
mente, un grupo de investigadores ( Fu et al., 2006) report6 que la concentracion alta
de glucosa induce disminucién en la proliferaciéon y aumenta la apoptosis de las NSC
derivadas del telencéfalo de embriones de ratén. Sin embargo, se sabe poco sobre los
efectos de la diabetes materna, particularmente la hiperglicemia, la proliferacién y la
muerte celular de las células troncales.

Para evaluar el potencial de diferenciacién de las hWJMSC aisladas y confirmar el
tercer y tltimo critetio establecido por la ISCT, se realiz6 diferenciacién en tres linajes
celulares: neural, adipogénico y osteogénico. Es importante resaltar que, el linaje neural
proviene de la capa germinal ectodérmica, mientras que el tejido adiposo, osteogénico
y condrogénico provienen del mesodermo, de ahi el nombre Mesenchymal Stem Cells.
Sin embargo, hay evidencia que sugiere que puede inducirse con éxito para diferenciar-
se en linajes mesodérmicos y no mesodérmicos. Varios grupos de investigadores han
demostrado que las MSC adquieren propiedades morfologicas y bioquimicas de las célu-
las neurales al exponerlas a medios de diferenciacion apropiados (Mitchell et al., 2003;
Karahuseyinoglu et al., 2007; Fu et al., 2006; Ma et al., 2005). En éste proyecto, la
diferenciacién neural fue inducida mediante 3 dias con SFGF y 14 dias con Forskolina,
mostrando cambio morfologico tipico de célula neuronal y la expresion de marcadores
de células neurales (MAP2 y TUBSIII) a nivel mRNA y proteina. Evidenciando que la
exposicion de MSC a factores quimicos de inducciéon neural promueve la formacion de
cambios morfolégicos que incluyen la retracciéon del citoplasma celular hacia el nucleo
y la formacion de elongaciones, mostrando morfologias neuronales bipolares y/o rami-
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ficadas. Sin embargo, se debe tener en cuenta que todavia falta la evidencia definitiva
de la actividad electrofisiologica de las neuronas derivadas de hWJMSC. Por lo tanto,
todavia estd pendiente el problema de si el fenotipo tipo neuronal de hWJMSC refleja
una trans-diferenciacién genuina.

La metodologia para diferenciacién neural con Forskolina ha sido bastante replicada
(Karahuseyinoglu et al., 2007), pero, el pre-tratamiento con SFGF, es menos comin en
las metodologias de induccion (Mitchell et al., 2003; Woodbury et al., 2000); aunque
debido a sus resultados se ha potenciado su uso. El SFGF estimula la mantencién del
potencial de progenitores neuronales multipotenciales celulares, induciendo la formacién
de neuronas de tipo GABA enérgicas (Bithell et al., 2008). Del mismo modo SFGF
promueve la proliferacion y diferenciacion celular activando el transporte de mRNA y
aumentando la sintesis de proteinas, como también promoviendo el nivel de respuesta de
las células al tratamiento de induccién neuronal y aumentando los niveles de expresién
del gen marcador de precursores neuronales Nestin (Delcroix et al., 2010). Woodbury
et al. han demostrado que la introducciéon de SFGF y EGF en la pre-induccién de
diferenciacion neuronal de MSC incrementa hasta un 50 % la respuesta de las células a
la inducciéon neuronal (2000). Por otro lado, la Forskolina, es un activador de adenilil
ciclasa que inhibe la degradacion de cAMP a AMP, lo que resulta en un aumento de los
niveles de cAMP dentro de la célula. La diferenciacion de las células neuronales puede
ser inducida por un aumento en las concentraciones intracelulares de cAMP, el cual,
a su vez activa vias de sefalizacién especificas, que en tultima instancia conducen a la
activacién de factores de transcripcion y genes implicados en el proceso de diferenciacién
(v.O. Hansen et al., 2003).

Adicionalmente, determinar la presencia de marcadores de troncalidad y diferencia-
cion confirmaria el estado de las hWJMSC a diferentes tiempos de la induccion. Las
hWJMSC sin induccién, expresaron los marcadores SOX2 y Nestina, que confirman el
estado no diferenciado de las hWJMSC aisladas. Se conoce que Nestina es una proteina
que se encuentra presente en los filamentos intermedios del citoesqueleto, cuya expresion
esta asociada a actividad citoplasmaética en células progenitoras neuronales, en las cuales
cumple una funcion de reorganizacién de microtubulos durante el desarrollo neurogé-
nico (Michalczyk and Ziman, 2005), empledndola como marcador del estado precursor
neuronal en MSC (Woodbury et al., 2000). Mientras que en las células de mamifero, la
multipotencialidad, estd bajo control de algunos factores de transcripcion, entre ellos
Sox2, donde su expresion se modifica cuando la célula se compromete a un linaje celular
especifico iniciando la expresién de otros genes, manteniendo la auto-renovaciéon de las
MSC no diferenciadas (Pérez-Serrano et al., 2012).

Por otra parte, MAP2 es una proteina asociada a la maduracién neuronal, que esta
presente en los microtiibulos predominantemente de neuronas y participa activamente
en la polimerizaciéon de tubulina. Se presenta principalmente en microtibulos de las
dendritas neuronales, uniéndose a los dimeros de tubulina e inhibiendo su disociacidn,
manteniendo asi las prolongaciones celulares (Kalcheva et al., 1995). Debido a su activa
participacion en el ensamblaje de microtibulos, funcién esencial de la neurogénesis, la
expresion relativa de MAP2 se muestra ausente en el inicio de la induccién pero, a me-
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dida que aumenta el tiempo se incrementa su expresion. Se esperaba que TUBSIII se
comportara similar que MAP2, puesto que es considerada un marcador de diferencia-
cion neural, al pertenecer a uno de los seis isotipos de los polipéptidos de S-Tubulina
y encontrarse en los ganglios del cerebro y de la raiz dorsal, especificamente en las
neuronas, donde su expresion parece aumentar durante el crecimiento axonal (Karahu-
seyinoglu et al., 2007). Aunque TUBPIII, disminuy6 sus niveles de mRNA conforme
pasaba el tiempo de induccion, las inmunofluorescencias muestran que a nivel de pro-
teina TUBPIII si se expresa y con una intensidad de fluorescencia alta, por lo que se
recomienda corroborar la expresion a nivel de proteina por ensayos de Western blot .

Dentro de las principales caracteristicas de las MSC, esta la capacidad de diferencia-
cion en linajes mesodérmicos, por lo que se indujo diferenciacién adiposa con ayuda del
medio Mesencult™ Adipogenic Differentiation Medium (Human). Las moléculas induc-
toras de la diferenciaciéon adiposa no estan claras, ya que la composicién del medio no
especifica sus componentes. Aunque dentro de los agentes que se usan para promover la
diferenciaciéon adipogénica se encuentran dexametasona, insulina, isobutil metil xantina
e indometacina, generando una acumulaciéon de vacuolas ricas en lipidos dentro de las
células y éstas expresan el receptor PPAR~2, la lipoproteina lipasa y la proteina aP2 de
union a acidos grasos (Chamberlain et al., 2007). Conforme aument6 el tiempo de in-
duccién, las vacuolas de lipidos se combinaron y llenaron las células. Dicha acumulacién
de lipidos es caracteristica del tejido adiposo, por lo que se analiz6 histoldégicamente,
después de 40 dias de cultivo, mediante tincién con Rojo Oleoso O. Adicionalmente,
se cuantifico la expresion relativa de PPARry, el cual es uno de los reguladores cen-
trales de la adipogénesis, la supervivencia de los adipocitos maduros, la expresiéon de
los genes que gobiernan la absorcién de acidos grasos, el almacenamiento de lipidos y
la homeostasis energética sistematica (Jawerbaum and Capobianco,2011), evidenciando
asf la diferenciaciéon de hWJMSC en linaje adiposo.

La induccién en osteoblastos se generd mediante la adicion de dexametasona, acido
ascorbico y [-Glicerofosfato a las hWJMSC por 14 dias. Dexametasona es un gluco-
corticoide sintético, del cual no se conoce su mecanismo de acciéon con exactitud, sin
embargo, se atribuye a efectos transcripcionales de BSP (Sialoproteina 6sea), pero se
ha informado que es un requisito esencial para la diferenciaciéon de MSC en células os-
teoprogenitoras. El acido ascoérbico, juega un papel fundamental como cofactor para la
hidroxilacién de los residuos de lisina y prolina en el colageno. Ademés de regular la
expresion de genes relacionados con el ciclo celular y mitosis, mientras que la ausencia
de acido ascorbico conduce a la reducida expresion de fosfatasa alcalina y a la inhibicién
del actmulo de calcio. Por otra parte, S-GF funciona como una fuente importante de
fosfatos inorganicos que son esenciales para la mineralizaciéon de la matriz, ya que el 5-
GP es hidrolizado enzimaticamente por la fosfatasa alcalina convirtiéndose en la fuente
primaria de las MSC para formar depositos de calcio in vitro (Vater et al., 2011). La mi-
neralizacion celular se visualizé mediante tincion con Rojo de Alizarina S, evidenciando
la diferenciacion en osteoblastos.

La acumulaciéon de evidencia sugiere que las hWJMSC pueden generar con éxito
la diferenciacion en linajes mesodérmicos (adiposo y ostegénico) y no mesodérmicos
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(neural), se debe considerar que falta corroborar la diferenciacion en linaje condrogénico
para cumplir los criterios propuestos por ISCT para las MSC. Asimismo, es importante
resaltar que al diferenciarse no s6lo en linaje mesodérmico, se muestra la naturaleza
primitiva de las hWJMSC en comparaciéon con otras células troncales derivadas de otros
tejidos.

Dentro de los efectos reportados que provoca la hiperglicemia en las células se en-
cuentra la muerte celular programada o apoptosis. En este proyecto, se observd mayor
aumento de apoptosis a las 2h de permanecer en condiciones de hiperglicemia respecto
a las 24h. Ademas de ser mayor el porcentaje de apoptosis en células provenientes de
hijos de madres diabéticas que normoglicémicas.

Igualmente, se observé una tendencia similar en la expresion de genes pro-apoptoéticos
y asociados a estrés oxidativo, puesto que la expresion relativa de los genes BNIP3, p53
(pro-apoptoticos) y AMPK, HIF1la (asociados a estrés oxidativo) aumenta entre las 0.5,
1 v 2 horas de exposicién a condiciones de hiperglicemia y baja su expresion entre las 5,
24 y 48 horas. Aunque la diferencia entre la expresion de genes de las hWJMSC de origen
de hijos de madres normoglicémicas y diabéticas no es significativo, se observa mayor
expresion en las hWJIMSC de origen diabético. Observando un mayor efecto negativo
en hWJMSC normoglicémicas que diabéticas, puesto que la proliferacion disminuyo,
la apoptosis y la expresiéon de genes pro-apoptoéticos y de estrés oxidativo aumentd en
hWJMSC diabéticas.

Las malformaciones congénitas en la descendencia de madres diabéticas son el re-
sultado de un proceso multifactorial. Se ha demostrado que la hiperglicemia per se es
toxica para ciertas poblaciones celulares pero los mecanismos por lo cuales actiia no
son precisos aun. Los genes de los transportadores de glucosa GLUT1, 2 y 3, son re-
gulados de manera negativa en estados de hiperglicemia, ocasionando incremento de la
apoptosis en el blastocisto. Particularmente, GLUT2 se ha considerado como uno de los
principales transportadores de glucosa durante la organogénesis en embriones de rata y
responsable de los efectos en el embrién ocasionados por la diabetes materna (Arteaga
et al., 2008). De hecho, se ha demostrado, tanto in vivo como in vitro, que el exceso
de glucosa administrada al embrion es suficiente para inhibir la expresion de Pax3 e
inducir la apoptosis neuroepitelial y DTN (Fine et al., 1999).

La muerte celular programada o apoptosis, es un evento celular controlado con pre-
cision que puede desencadenarse por senales extracelulares u otros estimulos en condi-
ciones normales y patologicas. En la mayoria de los casos, la apoptosis se caracteriza por
la condensacion de la cromatina, la degradacion (fragmentacion) del DNA y la forma-
cion de cuerpos apoptoticos. Los factores intracelulares activados durante la apoptosis
son los miembros de la familia Bcl-2, notablemente Bax y Bim. Cuando se inicia la
apoptosis, Bax y Bim se activan. Bax activado se mueve a la mitocondria para formar
un canal transmembrana con Bak, otro miembro de la familia Bcl-2. Bim se fosforila y
se transloca a las mitocondrias para ayudar a abrir el canal Bax/Bak, lo que resulta en
la liberacion de citocromo C en el citosol. El citocromo C se une al factor 1 activador
de la proteasa de la apoptosis y el complejo resultante activa Caspase-9, que a su vez
activa a Caspase-3, que luego activa la DNAsa activada por caspasa y otros factores

65



5. ANALISIS DE RESULTADOS

pro-apoptoticos, lo que lleva a la fragmentacion del ADN y la muerte celular (Yang
et al., 2015).

La hiperglicemia podria aumentar la acumulacién de p53, dando lugar a NTD. Una
serie de estudios experimentales en embriones de murino, han demostrado que la apop-
tosis inducida por p53 esta mediada por especies reactivas de oxigeno (ROS) y que la
apoptosis inducida por ROS era dependiente de p53 (Polyak et al., 1997). La hiper-
glicemia aument6 el estrés oxidativo en los embriones y provoca una mayor expresion
de p53, lo que lleva a un aumento de la apoptosis neuroepitelial. Otros estudios han
demostrado que éacido félico podria reducir la produccion de ROS y prevenir el dafio
del DNA inducido por el aumento del estrés oxidativo (Jia et al., 2008). Un estudio en
embriones de ratones diabéticos que analiz6 los cambios moleculares mediante micro-
arreglos de oligonucledtidos en la expresion de genes implicados en la morfogénesis y
las funciones celulares mostré que el nivel de expresion de la mayoria de los genes que
regulan la apoptosis incluye genes proapoptoticos como p53, BCL2/BNIP3 y Bid, estan
sobre-expresados en los tubos craneales de embriones de ratones diabéticos, ademaés el
analisis TUNEL mostr6 que el nimero de células apoptoticas aumentaba notablemente
en neuroepitelios de embriones de ratones diabéticos, en comparacién con embriones de
ratones normales (Jiang et al., 2008).

FEl exceso de metabolismo de glucosa aumenta la produccién de superdxido por
la cadena de transporte de electrones; si estos radicales libres no son eliminados, se
produciré estrés oxidativo, el cual modula los efectos de la glucosa alta para inhibir la
expresion de Pax3, lo que induce la apoptosis (Chappell et al., 2009).

Estudios clinicos y experimentales demuestra que la hiperglicemia derivada de la
DM conduce a la generacion sostenida de ROS y al agotamiento de antioxidantes, lo
que resulta en estrés oxidativo intracelular debido a un desequilibrio en la homeostasis
de reduccion-oxidacion (redox) intracelular (Yang et al., 2015). En condiciones fisio-
logicas normales, los radicales libres de oxigeno, incluidos los radicales hidroxilo, los
aniones superoxido, el oxigeno singlete y el peroxido de hidrogeno (H2Os2), se producen
durante el metabolismo de la energia celular en las mitocondrias. Los niveles fisiologicos
de ROS median la transduccion de senal intracelular, que a su vez regula una amplia
gama de funciones celulares, incluida la proliferacion, la diferenciacion y la migracion
(Raha and Robinson, 2001). Sin embargo, bajo condiciones patologicas, el exceso de
ROS puede oxidar proteinas, lipidos y DNA, causando dafo celular y muerte celular.
La homeostasis redox intracelular depende del equilibrio relativo entre la produccién de
ROS y los buffer de tiol, glutation (GSH) y tioredoxin. Normalmente, el entorno intra-
celular se mantiene en un estado altamente reducido, sin embargo, si la produccién de
ROS excede la capacidad de amortiguacion celular, los agentes oxidantes se acumulan
en la célula, causando dano y promoviendo el estrés oxidativo (Yang et al., 2015). Ade-
maés del sistema de amortiguamiento mediante antioxidante GSH, las células también se
protegen produciendo enzimas antioxidantes (AOEs), como las superdxido dismutasas,
catalasa, y GSH peroxidasa, que convierten las ROS en moléculas no toxicas (Arteaga
et al., 2008).

En periodo de gestacion, el incremento de la masa celular causa un estado fisiologico
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de hipoxia que lleva a la activaciéon de genes que inducen la formacion del sistema
circulatorio fetal. HIF 1ar media la adaptacion de las células a bajas tensiones de oxigeno,
esta regulado precisamente por hipoxia e hiperglicemia. Entre HIF1a y la glucosa a veces
pueden influirse mutuamente, ya sea porque HIFla induce la expresiéon de enzimas
glucoliticas y el metabolismo de la glucosa afecta la acumulacién de HIF1a en algunas
células (Xiao et al., 2013).

La generaciéon mitocondrial de HoO2 también puede estimular a AMPK a través
de la produccion del radical hidroxilo (OH™). La AMPK activada puede translocarse
al nicleo y regular la expresion génica fosforilando las proteinas nucleares como p300,
HNF4«, TRIP6, NRF-1, TC45, PGC-1«, histona deacetilasa 5 y HIF-1lao (Wu et al.,
2012). Por lo tanto, AMPK podria mediar en los efectos del estrés oxidativo resultante
de la hiperglicemia materna al alterar la expresion de genes especificos.

Esto, nos lleva a sugerir que al existir condiciones de hiperglicemia los genes invo-
lucrados en estrés oxidativo, AMPK y HIF1la, aumentan su expresion debido al meta-
bolismo acelerado de la glucosa, desencadenando activaciéon de cascadas de senalizacion
asociadas a genes como BNIP3 y p53, generando apoptosis celular. La proliferacién
celular y la muerte celular son mecanismos importantes que subyacen a las malforma-
ciones en bebés nacidos de madres diabéticas. Varios estudios informan un aumento
del estrés oxidativo en los embriones en un entorno diabético, y la administracion de
antioxidantes, como las vitaminas C o E, puede reducir la aparicién de defectos del
desarrollo (Pavlinkova et al., 2009).
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Capitulo 6

Conclusiones

Las células de la gelatina de Wharton del cordén umbilical humano pueden ser ais-
ladas mediante explantes sin uso de enzimas de manera exitosa. Al provenir de un tejido
de desecho después del parto, las células aisladas tienen como ventaja su facil obten-
cién, rdpida manipulacién, metodologia con bajos costos y con menos consideraciones
bioéticas o legales implicadas en su uso. Dichas células, cumplen la morfologia fibloblas-
toide biespiculada, inmunofenotipo CD13™, CD31~, CD34~*, CD44", CD45~, CD73 ™,
CD90", CD105" y potencial de diferenciacién en linaje mesodérmico y no mesodérmico,
que junto con la adherencia al plastico cumple los criterios establecidos por las ISCT,
para ser consideradas MSC.

El mejor medio para el aislamiento, proliferaciéon y mantenimiento de las hWJMSC
fue el medio CHANG, superando al medio DMEF12 y DMEM. El tiempo de duplicacién
para las hWJMSC de origen normoglicémico fue de 23.1 horas. La proliferacion de las
hWJMSC es menor en hWJMSC diabéticas que en normoglicémicas. Las hWJMSC se
diferenciaron en linaje neural, expresando marcadores como Nestina y SOX2 en estado
indiferenciado y, TUBSIII y MAP2 en estado diferenciado en conjunto con morfologia
neuronal. También se diferenciaron en linaje mesodérmico: adiposo con expresién de
PPAR~y y morfologia tipica de adipocito, asi como en osteoblastos visualizando la mine-
ralizacion celular. Finalmente, las hWJMSC tiene mayor porcentaje de apoptosis a las
2 horas de estar en condiciones hiperglicémicas que a las 24 horas y aumenta la expre-
sion relativa de los genes BNIP3, p53 (pro-apoptoéticos) y AMPK, HIF1a en hWJMSC
diabéticas que en normoglicémicas. Sugiriendo que la glucosa genera efectos citotdxicos

sobre las hWJMSC.
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Capitulo 7

Perspectivas

Generar metodologia estandarizada y especializada para enriquecer la poblacion
celular del inmunofenotipo de las hWJMSC, suponiendo que las MsC deben ser
CD34~ aunque también podria estudiarse si CD34 puede ser un marcador cons-
titutivo de las MSC.

Determinar los pasajes maximos que mantienen las propiedades de las hWJMSC
m vitro.

Determinar metodologia adecuada para analizar la proliferaciéon celular de manera
més precisa, como incorporacién de BrdU o citometria de flujo.

Realizar la induccioén en linaje condrogénico, con el fin de corroborar su potencial
de diferenciacion en linaje mesodérmico.

Determinar mas marcadores de diferenciacién a nivel mRNA y proteina en todos
los linajes inducidos con el fin de corroborar la diferenciaciéon exitosa.

Aumentar el nimero de réplicas bioldgicas y técnicasRealizar més ensayos en
hWJMSC normoglicémicas y diabéticas en condiciones hiperglicémicas para ana-
lizar su porcentaje de apoptosis y expresion relativa de genes asociados a estrés
oxidativo. Incluso aumentar el namero de genes estudiados para conocer el meca-
nismo por el cual se ven modificadas las células.
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