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Resumen

Es de interés para la comunidad cientifica la busqueda de nuevas alternativas para el
tratamiento de la Diabetes Mellitus (DM) cuyo objetivo sea mantener la normo glicemia, reducir
la progresion de las complicaciones agudas y crénicas que con la terapia convencional no se
han logrado minimizar. A pesar de que la terapia de trasplante de tejido pancreatico ha sido una
opcion, la baja disponibilidad de donadores, uso de inmunosupresores y los rigurosos criterios
de seleccion para elegir los pacientes candidatos, ha dificultado su uso en la practica clinica. Es
por ello, qué dentro del area de la medicina regenerativa, disciplina que tiene por objetivo la
obtencion in vitro, de células, tejidos u 6rganos a partir de células troncales con un fin
terapeutico, se ha propuesto el uso de estas células para derivar tejido pancreatico. Bajo la
busqueda de una linea celular que no comprometa la inmunocompatibilidad donador-receptor.
Asimismo, que no induzca inflamacion, no forme teratomas, no presente
aberraciones cromosomicas y no represente problemas éticos-legales. Por lo anterior, se ha
sugerido a las células del Epitelio Amniético Humano (CEAH) provenientes de las membranas
fetales, como una promesa en esta area. En el presente trabajo se reporta un protocolo
de diferenciacion centrado en las vias de sefializacién del desarrollo embrionario pancreatico
en cuatro etapas, donde se logré la diferenciacion de células precursoras endocrinas capaces
de expresar insulina a los 14 dias in vitro. Este grupo celular expresé marcadores moleculares
de diferentes etapas del desarrollo pancreatico, asi como de hormonas pancreaticas al final del
protocolo de diferenciacion. Los resultados obtenidos de este trabajo sugieren que las CEAH
serian una fuente prometedora para generar células productoras de insulina funcionales las
cuales podrian tener aplicaciones en el &ambito clinico dentro del area de Ila
medicina regenerativa, ademas como modelo fisiopatolégico para enfermedades endocrinas

pancreaticas o del desarrollo embrionario pancreatico.



Abstract

It is of interest to the scientific community to search for new alternatives for the treatment of
Diabetes Mellitus (DM) whose objective is to maintain normal glycemia, minimizing the
progression of acute and chronic complications independent of exogenous insulin. Although
pancreatic tissue transplantation therapy has been an option, the low availability of donors, the
use of immunosuppressants, and the rigorous selection criteria for choosing candidate patients,
has made its use in clinical practice difficult. That is why, within the area of regenerative
medicine, a discipline that aims to obtain in vitro, cells, tissues or organs from stem cells for
therapeutic purposes, has proposed the use of these cells to derive pancreatic tissue. Searching
for a cell line that does not compromise donor-receptor immunocompatibility. Likewise, that it
has anti-inflammatory properties, does not form teratomas, does not present chromosomal
aberrations and does not represent ethical-legal problems. Therefore the Human Amniotic
Epithelium (CEAH) cells from the fetal membranes have been suggested as a promise in this
area. In the present work, a directed differentiation protocol focused on the signaling pathways
of pancreatic embryonic development in four stages is reported, where it was possible to obtain
endocrine precursor cells capable of expressing insulin at 14 days in in vitro culture. This cell
group expressed molecular markers of different stages of pancreatic development as well as of
pancreatic hormones at the end of the differentiation protocol. The results obtained from this
work suggested that CEAHs can be a promising source to generate functional insulin-producing
cells which could have clinical applications within the area of regenerative medicine, as well as
a pathophysiological model for pancreatic or developmental endocrine diseases. pancreatic

embryonic.
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1. Introduccién

La Diabetes Mellitus (DM) es una patologia endocrina frecuente en la poblacion mundial y es
considerada un problema de Salud Publica por su elevada tasa de incidencia, mortalidad y el
gasto publico que representa atender esta demanda de salud. La administracion de farmacos
hipoglucemiantes y la insulina exégena han sido por décadas los tratamientos de eleccion. Sin
embargo, algunos pacientes son refractarios al tratamiento y su uso no exime el desarrollo de
complicaciones agudas y cronicas. A pesar de que el trasplante de islotes pancreaticos o incluso
del 6rgano completo ha sido una opcion terapéutica, la baja disponibilidad de material biolégico,
el uso de inmunosupresores y la selectividad de posibles donadores y receptores hace su uso
limitado en la practica clinica rutinaria. De esta forma, en la busqueda de una alternativa, la
terapia celular a base del trasplante de progenitores pancreaticos o células similares a las 8
secretoras de insulina derivadas a partir de células troncales (CT) pluripotentes ha sido una
propuesta por diversos grupos de investigacion. No obstante, bajo la premisa de obtener una
fuente de dichas células con capacidad de auto renovacion y diferenciacion, particularmente a
células B pancreaticas, de alta disponibilidad, bajo rechazo inmunolégico y que no representen
un problema ético-legal, se ha propuesto el uso el uso de las células provenientes del epitelio
amniético humano (CEAH). Por ello, en este trabajo se particularizé en la obtencion de células
productoras de insulina a partir de un protocolo de diferenciaciéon de cuatro etapas que simula
el desarrollo embrionario humano pancreatico a partir de CEAH capaces de expresar
marcadores clave de etapa y resaltando la obtencién de marcadores moleculares de la insulina
y sus metabolitos intermedios como el péptido C. Los resultados obtenidos no solo haran
pensar en el uso de la terapia de remplazo en pacientes diabéticos con este tipo de células, sino
ademas de poder utilizarse como un modelo experimental para explicar fendmenos

fisiopatolégicos y del desarrollo embrionario del pancreas humano.
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2. Antecedentes
2.1 Diabetes mellitus

2.1.1 Concepto y Epidemiologia

La Diabetes Mellitus (DM) incluye a un grupo heterogéneo de trastornos metabdlicos de
origen multifactorial, caracterizados por un estado hiperglucémico secundario a la disminucion
de la produccion de insulina o resistencia a la insulina (ADA, 2020). Dicha patologia es un
problema de Salud Publica a nivel mundial por sus elevadas cifras de incidencia, prevalencia,
tasa de mortalidad y el gasto publico que representa. En el afio 2017, la Federacion
Internacional de Diabetes, estim6 una prevalencia mundial de 425 millones de pacientes
diagnosticados, de los cuales 327 millones se encontraban entre los 20 y 64 afios. Asi mismo,
ocupo el décimo lugar de las causas de mortalidad por enfermedades no transmisibles, siendo
la responsable del 10.7 % de las defunciones a nivel mundial en personas entre los 20-79 afios
(Federation, 2017). México, ocupa el quinto lugar a nivel mundial, estimando una tasa de
prevalencia de 12.0 millones. Por lo que se refiere a las cifras de defunciones asociadas a
complicaciones por diabetes se estimaron 105, 574 muertes, siendo la segunda causa de
mortalidad a nivel nacional por enfermedades no transmisibles (15.4%) (ENSANUT, 2016). En
cuanto a las cifras del gasto sanitario total se estimé para el afio 2017, 19,000 Millones de USD

(Federation, 2017).

2.1.2 Clasificacion

De acuerdo con su etiopatogenia se puede clasificar en tres grandes grupos: a) DM tipo 1
frecuente en la infancia temprana y la adolescencia, con un componente autoinmune donde
existe una lisis selectiva de las células B pancreaticas mediada por linfocitos T activados
mediante anticuerpos contra glutamato descarboxillasa GAD, tirosina fosfatasa IA2, insulinicos
IAA, entre otros. Asi mismo, se ha relacionado con la susceptibilidad genética del antigeno
leucocitario humano (HLA) y sus haplotipos de predisposicion (HLA DR3-DQA1*0501-
DQB1*0201, HLA DR4-DQA1*0301-DQB1*0302) (Mayer-Davis et al., 2018); b) DM tipo 2
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causada por la pérdida progresiva de la secrecion de insulina aunada a una resistencia de la
hormona en 6rganos periféricos y c) otros tipos de diabetes asociada a otras patologias que
incluyen: la diabetes gestacional, sindromes monogénicos de diabetes (entre ellas la diabetes
neonatal, MODY por sus siglas en inglés Maturity-Onseat Diabetes Young), enfermedades del
pancreas exocrino (fibrosis quistica y pancreatitis) y diabetes inducida por farmacos o
sustancias quimicas (uso de glucocorticoides, farmacos empleados en el tratamiento de

VIH/SIDA, inmunosupresores, entre otros) (Federation, 2017; ADA, 2019).

2.1.3. Criterios diagnosticos

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA por sus siglas en inglés American Diabetes
Association) describe como criterios diagnosticos la presencia de cualquier de los siguientes
valores en diferentes pruebas de laboratorio aunado a ello la presencia de titulos positivos de
anticuerpos (para el diagnostico de DM tipo 1):

A) Valores 2126 mg / dL (7.0 mmol / L) de glucosa en plasma en un periodo de ayuno de 8

hrs.

B) Valores de 2 h 2200 mg / dL (11.1 mmol / L) durante una prueba de curva de tolerancia a
la glucosa, utilizando una carga que contenga el equivalente de 75 g de glucosa anhidrica
disuelta en agua.

C) Valores de 26.5 % (48 mmol/ dl) en la prueba de hemoglobina glucosilada.

D) Enun paciente con sintomas sugestivos de hiperglucemia o crisis hiperglucémica (poliuria,
polidipsia, polifagia, pérdida de peso), mas una glucosa en plasma aleatoria = 200 mg/dL

(11.1 mmol/L).
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2.1.4 Tratamiento

Pese a la amplia farmacopea que se utiliza en la actualidad, la cual incluye a los farmacos
hipoglucemiantes como las sulfonilureas, biguanidas, tiazolidinedionas, inhibidores del
trasportador de sodio-glucosa o de la dipeptidil peptidasa-4, por mencionar solo algunos, no
todos los pacientes responden de forma satisfactoria. Algunas de las complicaciones que se
han reportado son las dosis altas y la resistencia o efectos adversos. Por otra parte, la terapia
de insulina exdgena, desde su descubrimiento y uso en 1922 (Banting F. y Best C., 1922), ha
sido utilizada con el objetivo de normalizar los niveles de glucosa, reducir la presencia de signos
y sintomas, retardar y mitigar la aparicion de complicaciones agudas y cronicas. A pesar de
obtener resultados satisfactorios en algunos pacientes, no los exime del desarrollo de
complicaciones agudas (sindrome de estado hiperosmolar y la cetoacidosis) y crénicas (micro
y macro angiopatias) que pueden atentar su estado de salud (Shahjalal, 2018). De esta manera,
el desarrollo de una terapia de reemplazo del tejido pancreatico sigue siendo una alternativa
para aquellos pacientes refractarios al régimen tradicional. Asimismo, brinda la posibilidad de
un tratamiento independiente de insulina pero la baja disponibilidad de tejido donante, el uso de
inmunosupresores de por vida para evitar el rechazo del injerto y/o la recurrencia de la
destrucciéon autoinmune de los islotes y las caracteristicas clinicas que deben poseer los
pacientes dificulta esta alternativa terapéutica (Shapiro et al., 2006 ; Shapiro, 2011). Bajo las
dificultades previamente descritas, dentro del area de la medicina regenerativa, se ha propuesto
el trasplante de progenitores pancreaticos o células secretoras de insulina derivadas a partir de

CT como una alternativa terapéutica (Shahjalal et al., 2018).
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2.2 Las células troncales como alternativa a la terapia de remplazo pancreatico

2.2.1. Las células troncales, definicién
Las CT son un grupo particular de células que pueden encontrarse durante el desarrollo del
embrién y en la vida adulta, estas poseen dos caracteristicas importantes, por un lado, la
capacidad de autorrenovacion, es decir, generar un tipo celular idéntico a su progenitor y su
habilidad de diferenciacion a por lo menos un tipo celular especializado funcional (Thomson et

al, 1998).

2.2.2. Clasificacion de acuerdo con su potencial de diferenciacion de las células

troncales

Existe una amplia familia de CT y pueden clasificarse de acuerdo a su potencial de
diferenciacion en: a) CT totipotentes, con capacidad de generar a todos los tipos celulares
derivados de las tres capas germinales de un organismo incluyendo los anexos fetales. Pueden
aislarse durante la formacién del cigoto, pero tras ocurrir la etapa de formacion de la moérula
esta caracteristica se pierde; b) CT pluripotentes, las cuales tienen la habilidad de dar origen a
linajes celulares provenientes del ectodermo, endodermo y mesodermo, como es el caso de las
CT embrionarias o las CT pluripotentes inducidas (iPSC, induced pluripotent stem cells, por sus
siglas en inglés); ¢c) CT multipotentes que pueden dar lugar a tipos celulares dentro de un mismo
linaje durante el desarrollo embrionario e incluso en tejidos adultos, ejemplo son las CT neurales
(Jaenisch et al, 2008) y finalmente tenemos a las CT unipotentes con un potencial de desarrollo
mas limitado que dan lugar a solo un tipo celular especializado como las células del epitelio
intestinal (vease Figura 1) (Slack et al, 2000; Shevde et al, 2012). En este trabajo nos

enfocaremos en las CT pluripotentes, por las razones descritas mas adelante.
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Multipotente

Células troncales neurales

Totipotente

Células troncales
embrionanias humanass

Unipotentes Céiudas epitelio imestinal

Figura 1. Clasificacion de las CT a partir de su potencial de diferenciacién durante el
desarrollo humano. De acuerdo a su potencial de desarrollo las células troncales se clasifican
como totipotentes; localizadas en el cigoto hasta la etapa de 4 células, pluripotentes; originadas
de la masa celular interna del blastocisto, ejemplo de ellas son las células troncales
embrionarias humanas con capacidad de diferenciacion a tejidos del endodermo, mesodermo y
ectodermo, multipotentes; ejemplo de ellas son las células troncales neurales que dan origen a
neuronas y células de la glia que comparten el mismo origen embrionario y unipotentes; como
las células del epitelio intestinal encargadas de la renovacion de novo (Modificado de Shevde
et al., 2012).

2.2.3. Células troncales pluripotentes

Por su potencial de desarrollo y su amplia capacidad de autorenovacion, las CT pluripotentes
desde su derivacion han llamado la atencién en el campo de la investigacion, ya sea como
modelos estudio en la Biologia del Desarrollo o como una promesa en el area de la medicina
regenerativa y en particular en la terapia de la DM.

La historia de las CT pluripotentes inicia con los trabajos realizados durante los afios cincuenta
con el estudio de las células provenientes de los teratocarcinomas (tumores originados en las
gonadas de ratones endogamicos), las cuales al mantenerse en condiciones in vitro podrian dar
lugar a las lineas denominadas CT del teratocarcinoma (TSC, por sus siglas en inglés
Teratocarcinoma Stem Cells) con la capacidad de producir derivados de las tres capas

germinales (Stevens et al., 1954, Evans et al., 1972). Investigaciones posteriores demostraron
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que al trasplantar embriones en etapas tempranas del desarrollo en los testiculos (ratones de
la cepa 129), podrian dar lugar a teratomas (neoplasias que presentan tejidos diferenciados de
las tres capas germinales), mientras que si se injertaba los teratocarcinomas en dicho sitio se
producia la muerte del ratdon post-transplante. De este modo, se inicié la busqueda de poder
obtener una linea derivada directamente del embrién in vitro que conservara todas sus
caracteristicas in vivo. No fue hasta los afios ochenta cuando se aislaron por primera vez lineas
de células pluripotentes originadas a partir de blastocitos de ratones, manteniendo su estado
indiferenciado y su potencial de diferenciaciéon en cultivos in vitro mantenidos sobre una capa
nodriza de fibroblastos de raton y que al ser inyectadas en el blastocisto de raton eran capaces
de producir organismos quiméricos vivos las cuales posteriormente fueron denominadas como
CT embrionarias (Evans et al, 1981; Martin et al, 1981).

En 1995 Thomson y colaboradores generaron CT embrionarias obtenidas de primates no
humanos (monos Rhesus) (Thomson et al., 1995; Thomson et al., 1996), hallazgos que
cimentaron las bases para la obtencion de cinco lineas celulares humanas pluripotentes, a partir
de embriones humanos de menos de una semana post-fecundacion, los cuales fueron donados
por parejas que fueron sometidas a tratamientos de reproduccion asistida (Thomson et al.,
1998).

Por otro lado, tras los estudios pioneros de transferencia nuclear de célula somatica a partir de
células intestinales de rana en 1962, Gurdon y colaboradores brindaron las primeras bases
sobre la reprogramacion celular, es decir, llevar a una célula somatica altamente especializada
a un estado mas primitivo durante el desarrollo, manifestando que el proceso de diferenciacion
celular no es unidireccional como se pensaba anteriormente, sino que una célula altamente
diferenciada podria revertir su maquinaria intracelular para convertirse en una célula
pluripotente (Gurdon, 1962).

En el afio 2006, a través de los trabajos de Takahashi Kazutoshi y Sinya Yamanaka demostraron
que era posible la reprogramacion celular, a partir de la transferencia de OCT4, SOX2, KLF4 y

c-MYC, genes involucrados en el mantenimiento de la pluripotencia y proliferacion celular
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(Takahashi Kazutoshi and Sinya Yamanaka, 2006). De forma sorprendente, demostraron que
dichos factores eran lo suficientemente eficaces para revertir el estado somatico de fibroblastos
embrionarios o provenientes de tejidos adultos hacia células pluripotentes, llamandose iPSC
(células pluripotentes inducidas humanas por sus siglas en inglés induced Pluripotent Stem
Cells) (Takahashi K y Yamanaka S., 2006). A pesar de que estas células son capaces de
expresar marcadores bioquimicos y moleculares como se mencionara a continuacion
involucrados en la caracterizacion de CT y que han logrado generar teratomas y quimeras
después de ser inyectadas en blastobmeras de ratdén, se ha reportado la existencia de
alteraciones genéticas y conservacion de marcas epigenéticas de su estado somatico que han
conllevado a mutaciones, muerte celular o senescencia que podria afectar su funcionalidad y
su probable uso en la clinica en comparacion al uso de CT embrionarias (Hu et al., 2010, Feng
et al., 2010, Zhang et al., 2010).

Como se puede apreciar, debido a sus caracteristicas ya mencionadas, las CT pluripotentes
han desencadenado una revolucidon en cuanto a sus posibles aplicaciones en el ambito de la

medicina y como un modelo de estudio fundamental en la Biologia del Desarrollo.

2.2.4 Caracterizacion de las células troncales pluripotentes
Las CT pluripotentes poseen una alta capacidad de diferenciacién y autorenovacion. Sin
embargo, debido a que esta familia de células no presenta caracteristicas citolégicas propias,
se deben determinar propiedades bioquimicas y moleculares especificas para poder
caracterizarlas, entre las cuales podemos mencionar a los antigenos de superficie de naturaleza
esfingolipidica o proteoglicanica como SSEA-3 y SSEA4 (por sus siglas en inglés Stage Specific
Embryonic Antigen 3 y 4, respectivamente), asi como TRA 1-60 (por sus siglas en inglés Tumor
Rejection Antigen 1-60) (Marti et al, 2013). Asi mismo, se ha descrito ampliamente que expresan
los factores de transcripcion POU5F1 (también denominado como OCT4), SOX 2 y NANOG
(conocidos como la triada de la pluripotencia) involucrados en el mantenimiento de esta

propiedad a través de la represion de genes que favorecen la diferenciacion y la activacion de
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genes pluripotentes por un mecanismo de autorregulacion en el raton (Cahan et al, 2013; Marti
et al, 2013). Otra prueba que contribuye a su caracterizacion in vitro es la de ser positivas a la
enzima fosfatasa alcalina tejido inespecifico que es utilizada como un indicador del estado
indiferenciado, aunque su mecanismo en este tipo de células no se ha dilucidado
completamente (O Conor et al, 2008). No obstante, las pruebas mas rigurosas que demuestran
la capacidad de pluripotencia son precisamente las que retan su capacidad de diferenciacion in
vitro e in vivo. De las primeras las podemos dividir en: a) diferenciacion directa, la cual consiste
en formar cuerpos embrionarios (EB por sus siglas en inglés Embryoid Bodies) definidos como
agregados celulares que se auto organizan al ser cultivados en suspension por varios dias y
capaces de diferenciarse a células de las tres capas germinales y b) diferenciacién dirigida, en
donde de forma somera se adiciona un céctel de moléculas de sefalizacion con medios de
cultivo especificos a través de diferentes etapas para obtener un tipo celular especializado
(véase mas adelante). Cabe mencionar que estas Ultimas son pruebas mas estrictas que
permiten determinar si las células son pluripotentes. De esta manera, se han descrito a la
formacion de teratomas (tumores que se desarrollan al trasplantar células troncales
pluripotentes indiferenciadas en ratones inmunosuprimidos y alrededor de 30 dias post-
trasplante son capaces de generar células diferenciadas derivadas de las tres capas
germinales) y la formacion de quimeras con transmision a la linea germinal reservadas solo para
la investigacion con modelos animales debido a situaciones éticas y legales (Wu et al, 2015;
Buta et al, 2013).

Asimismo, tras el avance de la investigacion gendmica se han determinado bases de datos que
recopilan analisis bioinformaticos basados en la comparaciéon de perfiles de expresion génica
de CT y somaticas, uno de ellos es el Pluri-test desarrollado por el laboratorio Loring que
permite la verificacion rapida, eficiente y rentable de la pluripotencia, comparando el perfil
transcripcional de una muestra o una linea celular presuntamente pluripotente con mas de 450
firmas genéticas de células pluripotente y no pluripotentes previamente caracterizados, donde

se incluyen 223 hESC, 41 hiPSC, células somaticas y tejido, pero su uso se ve limitado por su
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uso exclusivo sobre la plataforma de Illlumina HT12v3 y v4 (Muller et al., 2011). Como una
alternativa, el Epi-Pluri-Score permite discernir entre células pluripotentes y somaticas
basandose en biomarcadores epigéneticos como el estado de metilacién del DNA en tres sitios
CpG. La combinacién de metilacion del DNA en genes C140RF115 y ANKRDA46 (por sus siglas
en inglés Ankyrin Repeat Domain 46) y bajos en OCT4 podria clasificar a la célula analizada
como pluripotente comparandola a su vez con 264 muestras de lineas pluripotentes y 1951
lineas somaticas con una sensibilidad del 98% y una especificidad del 99.9% de esta prueba

(Lenz et al., 2015).

2.3 Protocolos de diferenciacién pancreética

Como se menciond previamente, una de las pruebas para determinar el potencial de
diferenciacion celular en un grupo de células pluripotentes es someter a este grupo celular a
diferentes cocteles de moléculas que iran orquestando el proceso de diferenciacién celular en
condiciones de cultivo muy especificas. Bajo estos argumentos y como una fuente de células
productoras de insulina, diversos grupos de investigacion han podido desarrollar protocolos de
diferenciacion pancreatica a partir de este tipo celular, los cuales conforme avanza nuestro
conocimiento cada vez se hacen mas complejos y eficaces, teniendo mas éxito aquellos que
imitan el desarrollo embrionario pancreatico, mediante el uso de moléculas que permiten dirigir
a las células a etapas especificas embrionarias las cuales han sido trasplantadas en modelos
de ratones inmunosuprimidos y son capaces de revertir el estado hiperglucémico (Kroon et al.,
2008; Rezania et al., 2014; Velazco-Cruz et al., 2019; Cota-Coronado et al., 2019) (vease Tabla
1).

Para comprender el objetivo de los protocolos de diferenciacion pancreatica que imitan el

desarrollo embrionario a continuacién se describe este proceso
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2.3.1. Desarrollo embrionario del pancreas y generacion de células B pancreéticas

El pancreas se compone de dos tipos de tejidos, el tejido pancreatico exocrino y el endocrino,
este Ultimo conformado por islotes que representa menos del 5 % de la masa celular de dicho
organo, en donde se han descrito cinco poblaciones celulares con capacidad de secrecion
endocrina. Cada una de ellas sintetiza y secreta una hormona principal: insulina (células B),
glucagon (células a), somatostatina (células ), polipéptido pancreatico (células PP) y ghrelina
(células €) (Zhou et al., 2018).

Dicho 6rgano posee un origen embrioldgico endodérmico. A pesar de las dificultades para
obtener dicho tejido en etapas tempranas del desarrollo en el humano y de contar con modelos
animales como el raton y el pollo que tratan de simular las condiciones in vivo, los datos que
nos proporcionan son extrapolados a nuestra especie. No obstante, la informacion recabada es
limitada (vease Figura 2).

De esta forma, se ha descrito que el pancreas se deriva del endodermo definitivo de donde
emergen dos brotes o yemas, uno en la regién dorsal y otro ventral. Posteriormente, gracias al
silenciamiento de la sefial de SHH (Sonic-Hedgehog) por el contacto directo de la notocorda
con el endodermo dorsal donde se secreta un miembro de la familia del TGF- B (Factor de
crecimiento transformante 8) conocido como FGF2 y Activina B2 se forma el brote dorsal, esta
interaccion que existe entre la notocorda y el endodermo termina al fusionarse la aorta dorsal
(Slack J. M. (1995). McCraccken et al, 2012 Al-Khawaga, et al, 2017). Por otro lado, la formacion
del brote ventral esta originada por la interaccion entre las venas vitelinas y el endodermo
ventral. Las células en esta etapa son capaces de expresar factores de transcripcion como
Brachyury (BRA), factor de crecimiento de fibroblastos 4 (FGF4 por sus siglas en inglés
Fibroblast Growth Factor 4), Wnt-3, factor de transcripcion de caja SRY17 (SOX-17) y Forkhead
box A2 (FOXAZ2) alrededor de los 22 a 26 dias de vida intrauterina en el humano (Gites G.et al,
2009, McCraccken et al, 2012, Al-Khawaga, et al, 2017). Mediante la accion del factor de

crecimiento endotelial vascular (VEGF) comienza la formacion del tubo del intestino primitivo



durante los 25-27 dias subsecuentes con lo cual emerge una poblacién que expresa al factor
nuclear 4 alfa de hepatocito (HNF1B), factor nuclear de hepatocito 4A (HNF4A), FOXAZ2, el gen
homedtico de caja pancreatico y duodenal 1 (PDX-1), este ultimo permanece durante las
subsecuentes etapas del desarrollo y se denomina como especifico de pancreas en mamiferos.
De la region posterior del tubo digestivo anterior alrededor de los 27-29 dias, existe un peculiar
grupo de células capaces de expresar PDX-1, FOXA2, GATA4, SOX9 y HNF6 que daran origen
a las siguientes lineas celulares ductales y a los progenitores pancreaticos durante los
siguientes 29 a 33 dias (Slack J. M. (1995). Pan. F et al, 2014, McCraccken et al, 2012). Este
progenitor troncal positivo a PDX1, FOXA2, GATA4, GATAB, SOX9 y NKX6.1 es capaz de dar
origen a dos tipos celulares denominados progenitores endocrinos (PDX1, FOXA2, SOX9 y
NKX6.1) y las células acinares (SOX9, FOXA2 y PDX1). Finalmente, los progenitores
endocrinos daran origen a los diferentes linajes celulares capaces de liberar hormonas,
especialmente a las células B que son las primeras en diferenciarse (PDX1, FOXA2, NKX6.1,
NKX2.2, MAFA, MAFB, MNX1 e ISL1) con capacidad de secretar insulina alrededor de los 50
dias de vida intrauterina. Seguidas de las células positivas a glucagén, somatostatina, células
de polipéptido y ghrelina, respectivamente (Slack J. M. (1995); McCraccken et al, 2012).

Una vez comprometidas las células precursoras endocrinas y el resto de los linajes celulares de
la region ventral y dorsal del tubo digestivo anterior y posterior surgen dos brotes alrededor de
los 26 y 30 dias de vida intrauterina. Estas estructuras siguen proliferando hasta llegar la
semana 6-7 de vida intrauterina donde se fusionaran las yemas tras una rotacién dextrogira
formando una "C" situandose posteriormente el brote ventral préximo al brote pancreatico
dorsal. En el érgano maduro el brote pancreatico ventral formara la cabeza del pancreas y el
proceso uncinado comunicado con el duodeno a través del conducto de accesorio; mientras que
del brote pancreatico dorsal surgira el cuerpo y la cola del pancreas comunicandose a través
del conducto pancreatico principal. En la etapa adulta el pancreas logra dimensiones de 20 cm
de longitud y un peso de 100 gr, logrando una excrecion de Insulina de 30 Ul (Unidades

Internacionales) al dia (Zhou et al, 2018).
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Figura 2. Desarrollo pancreético y vias que gobiernan su proceso de diferenciacion.
Esquema que ilustra la via de desarrollo embrionario del pancreas, partiendo desde el ED
alrededor de los 22-26 dpc, seguido de la formacién del TDP y IAP de los 25-27 a 29 dpc
respectivamente. Posterior a la formacion de células multipotentes EP-PE entre los 29 a 33 dpc,
estos progenitores daran origen a células del tejido exocrino y endocrino. La induccion y
diferenciacion a cada uno de los tipos celulares particulares se debe al silenciamiento (lineas
color rojo) y activacion (lineas color azul) de vias de senalizacion. Se observa en la parte central
gran parte de FT y méleculas que expresan cada tipo celular que sirven para su caracterizacién
(véase texto). ED endodermo definitivo, TDP (tubo digestivo primitivo) IAP (regién posterior del
tubo digestivo anterior), EP-PE (progenitores pancreaticos y precursores endocrinos), PEx
Progenitores exocrinos CAcelulas acinares CA élulas ductales PEn progenitores endocrinos
SHH sonic hedghodg BMP, proteina morfogenética 6sea NOTCH via de Notch,FGF factor de
crecimiento de Fibroblastos (por sus siglas en inglés Fibroblast Growth Factor) EGF, factor de
crecimiento epidérmico (por sus siglas en inglés Epidermal Growth Factor).Modificado de Al-
Khawaga, 2017.
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2.3.2. Generacion de células B a partir de células troncales pluripotentes
Con base en los antecedentes mencionados, un diverso nimero de investigadores han podido
refinar cada vez mas los procesos por los cuales se obtienen células productoras de insulina a
partir de células troncales pluripotentes como se habia mencionado. Los primeros trabajos
realizados por Lumelsky y colaboradores en 2001 lograron dar las bases para la obtencién de

células capaces de expresar insulina a partir de células troncales embrionarias de ratén
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sometidas a un protocolo de diferenciacién dirigida de cinco etapas con un medio suplementado
con Nicotinamida y ser funcionales al ser estimuladas con diferentes concentraciones de
glucosa (Lumelsky et al, 2001). A pesar de estos hallazgos interesantes, este protocolo obtenia
diversos grupos celulares de origen endodérmico como células que expresaban glucagén e
insulina, y unas mas de origen ectodérmico que expresaban TUJ1 y nestina (marcador de CT
neurales) debido a que este método fue disefiado para la obtencion de neuronas
dopaminérgicas y posteriormente fue adaptado para el fin antes descrito. No obstante, la gran
debilidad que tuvo este trabajo fue que las células insulina positivas captaban la insulina
contenida en el medio de incubacion y no era sintetizada de novo por la célula. Mas tarde,
diversos grupos de trabajo trataron de recapitular el origen embrionario del pancreas para
obtener una poblacién enriquecida capaz de generar células productoras de insulina mediante
la adicion de factores de crecimiento y/o inhibidores de sefiales quimicas especificas durante
los eventos de diferenciacién a partir de lineas de CT embrionarias humanas. Tal es el caso del
trabajo reportado por D"Amour y colaboradores en el afio 2006 donde a partir de un protocolo
de cinco etapas recapitularon el proceso embrioldgico del pancreas dirigiéndose hacia células
endocrinas, especialmente a las células 3. En cada una de las etapas se obtenia una poblacién
capaz de expresar factores de transcripcién involucradas en proceso de desarrollo descritos en
el pancreas, las cuales eran funcionales al ser retadas en condiciones in vitro (D’Amour et al,
2006). Es por ello, en el aino 2007, el mismo grupo de investigadores probaron su protocolo en
condiciones in vivo al ser trasplantadas en un modelo de raton inmunodeprimido tratado con
estreptozotocina (droga que permite la lisis selectiva de células 8 pancreaticas) (Kroon et al,
2007). Estos trabajos sentaron las bases para lograr refinar y obtener poblaciones celulares
similares a las células del islote humano que en las ultimas décadas han sido mas refinados
como se resume en la Tabla 1 (vease Tabla 1).

A pesar de obtener resultados satisfactorios con el uso de células embrionarias humanas, estas
presentan desventajas si se desea llegar a su uso en la Medicina Regenerativa, como la

capacidad para formar teratomas cuando se trasplantan en un estado indiferenciado,
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inmunocompatibilidad donador-receptor, problemas de aberraciones cromosémicas que sufren
este tipo celular en pasajes altos del cultivo celular, existe un numero limitado de lineas
celulares que no brindarian la demanda a nivel mundial y sin olvidar los problemas éticos-
legales asociados con la obtencion de estas células ya que su derivacion conlleva a la

hipotética destruccién de embriones humanos (Garcia-Lopez et al., 2015).

D’Amour et al. 2006 MEFs PDX-1+,HNF1-6+, NKX6.1, GCG+, 7.3 % (3-12%)
CyT203 (hESC) SST+, PPY+,GHRL+ INS +, PEP-C +
Shim et al 2006 Miz- Cultivo en suspensién PDX-1+,HNF1-6+ GCG+, S5T+, INS +, nd Si {in vivo) BALB/c ratén/capsula renal St
hES4- Miz-hES6 (hESC) PEP-C+
Jiang et al 2007 H1 Matrigel PDX-1+,HNF1-6+ GCG+, S5T+, INS +, >15% Si (in vitro) BALB/c ratén/capsula renal Si
y H9 (hESC) PEP-C +
Kroon et al 2008 CyT49, Matrigel PDX-1+,HNF1-6+ GCG+, 55T+, Nd (post- Bajo (in vivo) Ratén SCID-beige/ epididimo Si
CyT203 (hESC) PPY+,GHRL+, INS +, PEP-C + transplante)
Zhang et al. 2009 MEFs PDX-14,HNF1-6+ GCG+, 55T+ 25% Bajo (in vitro) na n.d
H1, H9 (hESC), C1,C2y C5 INS +, PEP-C +
(hiPSC)
Rezania et al. 2014 Matrigel /cultivo en PDX-1+HNF1-6+, NKX6.1, GCG+, 55-60% (post- Si (in vivo) Ratdn SCID-beige y ratones sf
H1, ESI-49 (hESC) suspension agitada SST+, PPY+,GHRL+ INS +, PEP-C + transplante) STZ/tej. Subcutdneo
Pagliuca et al 2014 Cultivo en suspensién PDX-1+,HNF1-6+, NKX6.1, GCG+, >30% Si (in vivo e in Ratdn SCID-beige y ratén Si
HUES-8 (hESC), hiPSC-1, agitada 55T+, INS +, PEP-C + vitra) diabetiico NRG-Akita/cépsula
hiPsC-2 renal
Algulnic et al 2015 CyT49 Cultive en suspension PDX-1+,HNF1-6+, NKX6.1, GCG+, 40-50 % Si (in vivo) Raton SCID-beige y ratones Si
(hESC) S5T+, INS +, PEP-C + S5TZ/tej. Subcutineo
Manzar et al. 2017 Matrigel/3D PDX-1+,HNF1-6+, NKX6.1, GCG+, >56% Silin vitro) Ratén SCID-beige y ratones Si
Tid hiPSC S5T+, INS +, PEP-C + STZ/tej. Subcutineo
Yabe et al. 2017 Matrigel/ agregados PDX-1+,HNF1-6+, NKX6.1, GCG+, 30-33% Si (in vitra) Ratén SCID-beige y ratones Si
TkDN4-M, 2 celulares sobre 55T+, INS +, PEP-C §TZ/capsula renal
suspension

Tabla 1. Protocolos de diferenciacion dirigida hacia células productoras de insulina a
partir de hESCy hiPSC. Se describen diversos trabajos que recapitulan procesos del desarrollo
pancreatico humano sobre diferentes condiciones de cultivo in vitro, hasta la generacion de
células productoras de insulina en distintos porcentajes, asi como sus propiedades para liberar
insulina al medio in vitro al ser estimuladas con glucosa y su capacidad para controlar un estado
hiperglucémico en modelos murinos al ser transplantadas. hESC (células toncales embrionarias
humanas, pos sus siglas en inglés human embrionyc stem cells), hiPSC células troncales
pluripotentes inducidas humanas, por sus siglas en inglés human induced pluripotent stem
cells), GSIS prueba de estimulacion de insulina con glucosa por sus siglas en inglés Glucosa
stimulation Insulin.
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2.4 Células del epitelio amniético humano como fuente alterna de células troncales

embrionarias humanas

Por las desventajas descritas anteriormente, diversos grupos de investigacién a nivel mundial
han optado por buscar fuentes alternativas de CT pluripotentes como podrian ser las células
derivadas de los anexos fetales, tales como el cordén umbilical, placenta y de las membranas
fetales humanas (vease Figura 3) (Evangelista M, et al,2008). A continuacion, describiremos las

caracteristicas de estos tejidos embrionarios.

Liquido amniotico

_ Corddn umbilical
~

Placenta
>~ (vellosidades
corionicas)

.. Remanente del
saco vitelino

Amnios

" Corion

Figura 3. Anexos fetales. Los anexos fetales estan constituidos por la placenta, el cordon
umbilical y las membranas fetales (amnios y corion) estructuras anatémicas donde se han
descrito posibles fuentes alternas de células troncales. Modificado de llancheran et al., 2009.

2.4.1. Anexos fetales

Los anexos fetales estan constituidos por tres estructuras: 1) la placenta, 2) el cordon umbilical
y 3) las membranas fetales (integradas por el corion y el amnios). Cada una de las estructuras
antes mencionadas presentan caracteristicas morfoldgicas y funcionales distintas. La placenta,
al final del periodo de gestacion, posee una forma discoidea de 15-20 cm de diametro y 2-3 cm
de grosor de la cual se extienden las membranas fetales, permitiendo el intercambio con el
medio externo, regular la actividad renal, hepatica y pulmonar principalmente (Benirschke et al,
2000). El cordon umbilical, es una estructura que se extiende desde el ombligo del feto hasta la

superficie fetal de la placenta, tiene un diametro de 0.8 a 2.0 cm y una longitud promedio de 55
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cm, en su interior contiene tres vasos sanguineos, dos arterias y una vena rodeados por la
matriz extracelular constituida por un tejido conjuntivo especializado, llamado “Gelatina de
Wharton” (Benirschke et al, 2000).

Por su parte, las membranas fetales constituyen una capa que proporciona proteccion y
estabilidad homeostatica del medio interno y externo durante el desarrollo del ser humano, las
cuales estan conformadas por: a) el corion, que corresponde a la membrana fetal mas externa,
relacionada con la cavidad uterina, dividida en dos regiones; mesodérmica y trofoblastica, que
en su mayoria esta integrada por una capa fibrosa donde circulan los vasos sanguineos; y b) el
amnios, una membrana interna proxima al liquido amniético que carece de fibras musculares,
cuya funcioén es brindar proteccion durante la gestacion por su alta fuerza tensil y flexibilidad
(Malak et al., 1993).

Anatémicamente se describen tres regiones del amnios; la umbilical cercana al cordén umbilical,
el amnios de la parte refleja que abarca la porcion libre que envuelve al feto y el amnios de la
parte placentaria en relacion directa con la placenta (véase Figura 4). Si bien el amnios se
describe como una estructura unica y continua, estudios recientes muestran que las células de
estas subregiones difieren de manera significativa en sus propiedades morfoldgicas,
estructurales, transcriptomicas, funcionales y en su capacidad de diferenciacion hacia un linaje
celular especializado (Weidinger A et al., 2021). Morfolégicamente la region de la parte refleja
se describe como una sola membrana con células de apariencia cuboidal con nucleos centrales,
mientras que las de la parte placentaria son cilindricas con nucleos apicales descentralizados
(van Herendael et al., 1978; Han et al., 2008, Yoon et al., 2014). El amnios umbilical por su
parte, posee tres o cuatro capas epiteliales con células que presentan un halo perinuclear en
las capas mas internas y nucleos picnicos o ausentes en las externas (van Herendael et al.,
1978; Han et al., 2008 , Yoon et al., 2014; Weidinger A et al., 2021). Funcionalmente, el amnios
de la region refleja expresa mayormente factor de crecimiento tranformante $ 1,23 (TGF 3 1/
TGF B 2/ TGF B 3) y su receptor, ademas de HLA-G que fomenta la respuesta de las células

Th2, en comparacion con las otras subregiones, lo que podria sugerir una capacidad
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inmunomoduladora mas desarrollada. Por su parte, el amnios de la region placentaria promueve
un estado proinflamatorio por la expresiéon de quimiocina 6, prostaglandina-endopéroxido
sintasa 2 o ciclooxigenasa 2, IL6-6, MAPK1/3 e IL-1b, mayor capacidad de proliferacion y
diferenciacion por su actividad mitocrondial significativamente superior a otras regiones y su
amplia capacidad de dar origen a células de origen mesodérmico (Weidinger A et al., 2021). No
obstante, estudios en el laboratorio no han encontrado diferencias en marcadores de

pluripotencia entre dichas regiones (Garcia-Lépez et al. 2019).

a) b)

Pared uterina

Cervix

Figura 4 Regiones anatomicas del amnios. a) El amnios humano puede dividirse
anatomicamente en tres regiones: la region placentaria en relacién con la placenta, la region
refractraria, la parte libre que envuelve al feto y la region umbilical, proxima al cordén umbilical
b) Imagen ex Utero en donde se aprecian dichas regiones umbilical (U amarillo), placentaria (P
blanco) y refractaria (R negro) (Modificado de Weidinger A et al., 2021 y Avila Gonzalez et al.
2019).

El amnios esta histolégicamente conformado por cinco diferentes capas: 1) capa epitelial:
compuesta por un epitelio simple, de células cilindricas con un nucleo grande y citoplasma
abundante con presencia de vacuolas, 2) membrana basal, conformada por fibras de colageno
tipo 1, IV y V, fibronectina y laminina, cuenta con un grosor de 30-30 mm entre la capa epitelial
y su membrana basal; 3) capa compacta, formada por colageno tipo I, Il, V, y VI y fibronectina;

4) capa fibroblastica, se encuentran células mesenquimales y macroéfagos, asi como colageno

28



tipo I, Ill, VI y Laminina y 5) capa esponjosa o intermedia, compuesta por colageno tipo |, IlI, IV
y proteoglicanos (véase Figura 5) (Mamede et al, 2012 Miki T,et al, 2005, Garcia-Lopez et al.,

2015).

Cavidad amniotica

Ema Badt Gamt

Células epiteliales

» *
OO0 0
ey, * Membrana basal
§ i Capa compacta
£ -
5 » Capa de fibroblastos
Capa espponjosa
we= Capa reticular
——t Membrana basal
c ° &
5 . o ¢
.E 2
-4 e * o
w Trofoblastos
® o ®
o  *
©
3
:§ - - s Células de la decidua
o -
-
Utero

Figura 5. Histologia de las membranas fetales. Se observan las capas histologicas que
componen las membranas fetales: a) el amnios: membrana proxima al feto constituida por la
capa epitelial, membrana basal, capa compacta, capa de fibroblasto, capa esponjosa, adosada
a ella el b) el corion: constituida por una capa reticular, una membrana basal y una capa
constituida por trofoblastos. c) finalmente se observa la decidua de la pacenta que se adosa al
endometrio del utero (llancheran et al., 2009).

2.4.2. Particularidades de las células del epitelio amni6tico humano

De forma interesante, las CEAH no sélo brindan proteccion mecanica durante la gestacion sino
ademas se le han atribuido propiedades anti-inflamatorias, anti-bacterianas, anti-virales y su
casi inexistente inmunogenicidad. Por lo que se refiere a las primeras se deben a la expresion
de antagonista del receptor de interleucina-1 (IL-1), IL-2 e IL-10 y endostatina, la cual inhibe la
angiogénesis y el crecimiento tumoral (Hao Y. et al., 2000). La IL-1f3 es otra molécula producida
por las células epiteliales amniodticas y esta involucrada en la regulacion de la produccion de

prostaglandinas durante la respuesta inflamatoria (Kim et al., 2000). Asimismo, el amnios
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permanece como un microambiente inerte gracias a sus propiedades antimicrobianas y
antivirales, debido a la expresion de varias moléculas entre ellas la Nistatina E, analogo del
inhibidor de proteasas de cisteina con propiedades anti-virales (Ni et al., 1997), las $-defensinas,
especialmente B-defensina 3, que inician la respuesta inmune innata (Buhimschi et al., 2004;
Hao Y et al., 2000; King et al., 2007). Finalmente, las CEAH no expresan el MHC- Il y de manera

consecutiva el MHC-G lo que les confiere una tolerancia inmunitaria durante el embarazo (véase

Figura 6 ).
Capacidad de diferenciacion
“Inmunoprivilegiado” ' Ectodermo
S A Tejido neural y epidemal
Antiinflamatorias Células del epitelio amniotico
Antibacteriales y antivirales humano (CEAH) Mesodermo
Baja o nula respuesta al : Te;ldo <Sseof
rechazo inmunologico cartilaginoso, adiposo,
No forman neoplasias miocardiaco
Endodermo
Hepatico
Pancreatico

Uso clinico

Tx quemaduras, heridas de piel y transplante de cérnea

No tienen problemas éticos-legales

Figura 6. Propiedades de las CEAH. El epitelio amniotico humano es un tejido con amplias
propiedades entre las que destacan las inmunolégicas, su uso en la clinica para el tratamiento
de diversas patologias, no representan un problema etico-legal su obtencién, asi como su uso
en la medicina, y su capacidad de diferencién a un tipo celular especializado derivado de las
tres capas germinales. Modfiicado de Zhand et al 2020.
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2.4.3 Origen embrionario de las CEAH

De forma sorprendente, las CEAH comparte el mismo origen embrionario que las CT
embrionarias humanas, especificamente del epiblasto. Inicialmente, en la ausencia de evidencia
experimental, el origen del amnios era deducido mediante observaciones histolégicas de cortes
obtenidos de embriones de primates no humanos. De esta forma, alrededor del dia embrionario
8-9 (etapa de Carnegie 5a y 5b) se inicia la amniogénesis en el embrién humano y en la etapa
5c (10-11 dias postfertilizacion) ya era evidente la formacion de la cavidad amnidtica (Hertig, et
al., 1956). De forma similar, en el macaco, la cavidad amnittica aparecia al dia embrionario 10
y al dia siguiente se encontraba completamente formada (Enders AC et al., 1986).

En 2016 dos grupos de investigacion de manera independiente reportaron por primera vez in
vitro de embriones humanos para estudiar su desarrollo post implantacion. Ellos reportaron al
9-10 dia que un subgrupo de células del epiblasto adquieren una polarizacion apical-basal y se
organizaban de forma radial formando un lumen el cual correspondia a la cavidad amniética
(Deglincerti A. et al., 2016; Shahbazi et al., 2016). Asi mismo, se demostré que las CEAH derivan
del epiblasto mediante un modelo 3D de CT pluripotentes. De esta forma, las células al crecer
en un sistema biosintético que simulaba el nicho de la implantaciéon formaban una estructura
parecida a un quiste constituida por un epitelio columnar (epiblasto) y células escamosas
(amnios) (Shao Y.et al., 2017; Zheng et al., 2019).

2.4.4 Caracterizacioén de la pluripotencia en CEAH

En las ultimas décadas se ha documentado que las CEAH expresan varios marcadores
bioquimicos y moleculares involucrados en la pluripotencia, entre los que figuran los antigenos
embrionarios de etapa-especificos SSEA-3 y -4, TRA-1-60 y TRA-1-81, factores de transcripcion
POUSF1 también llamado OCT-4, SOX2 y NANOG, los cuales han sido reportados mediante
diversas técnicas como son RT-PCR, inmunocitoquimica, western blot, RNA seq, entre otras
(Miki T et al 2005; llancheran et al, 2007; Garcia-Lopez et al, 2015, Garcia-Castro et al, 2015,

Garcia-Lopez et al, 2019).
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Asimismo, para probar su potencial de diferenciacion in vivo, estudios pioneros por Tamagawa
y colaboradores en 2004 empleando agregados quiméricos de células troncales embrionarias
de ratén y de células del amnios, encontraron que estas eran capaces de diferenciarse hacia
células ectodérmicas, mesodérmicas y endodérmicas (Tamagawa T et al, 2004).

Debido a estas particularidades, diversos laboratorios alrededor del mundo, se han dado a la
tarea mediante numerosos protocolos de diferenciacion involucrando a las células del amnios
para obtenerse tejidos de diferente indole como lo son neuronas productoras de acetilcolina,
catecolaminas, hepatocitos, tejido 6seo, cardiomicitos, entre otros (Elwan y Sakuragawa, 1997;
Kakishita et al., 2003; Serra M, et al, 2018, Zhou Y et al, 2011, Han X et al, 2011).

De manera notable, en la literatura se han reportado diversos protocolos de diferenciacion a
partir de CEAH hacia células productoras de insulina mediante la induccion con Nicotinamida
como el reportado por Wei et al., 2003, en donde demostraron su capacidad funcional en un
modelo de ratén diabético (Wei et al, 2003). De igual forma, Hou y colaboradores lograron
obtener células positivas a insulina al ser trasplantadas a un modelo murino de hiperglucemia
alcanzando un estado normo glucémico (Hou et al, 2008). A pesar de que se han obtenido
células productoras de insulina con protocolos que no simulan el desarrollo in vivo pancreatico
(vease Tabla 2), no se equiparan a aquellos protocolos que si lo realizan, ya que en estos
ultimos se logran determinar poblaciones especificas endodérmicas como las de Insulina, asi
como la obtencion de un porcentaje mayor de células con capacidad funcional. Es por ello, que
en este trabajo se retaron a las CEAH con un protocolo de diferenciacion dirigida (Schulz T, et
al, 2012) y se determinaron diversos marcadores moleculares de diferentes etapas que

recapitulan etapas del desarrollo pancreatico antes mencionado.
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Miki et al. 2005

Wei et al 2004

Hou et al2008

Szukiewicz et al 2009

Okere et al 2009

Zou etal 2014

Balaii S. et al, 2017

Luo et al 2019

Nicotinamida por 14 dias
N2 supl do, 10 nM + ja por 2-4
semanas
N2 supl do + 10 nM da por 2-4
semanas

10 nM Nicotinanamida

100 ng/mL Activina A por 4 dias en SFM, 100
ng/ml,Activina Ay 10 nM Nicotinamida por 4 dias, 10
nM Nicotinamida y 2 uM dcido retinoico por 10 dias.

DMEM libre de suero, supl de N2, d:
por dos semanas
Activina A, ion de PDX-1

Etapa 1: Suplemento B27, Activina A y CHIR99021 por un
dia, B27 con activina A por 2 dias. Etapa2: B27 con
dorsomorfina, dcido retinoico, 53431542 por siete dias,
Etapa 3: B27 B27 f

AIKS |1, y Nicotinamida.

CEAH

CEAH

CEAH

CEAH

CEAH

Inmunoflourescencia/
PCRINS +: ND

Inmunoflourescencia/
PCRINS +: ND

Inmunoflourescencia/
PCRINS +: ND

Inmunoflourescencia/
PCRINS +: ND

Inmunoflourescencia/
PCR

Inmunoflourescencia/
PCR/ INS + 43
%(citometria de flujo)

RT-PCR/INS +: ND

Inmunoflourescencia/
PCRINS +: ND

Si (in vitro)

i (in vitro)

ND

St (in vitro)

Si (in vitro)

ND

Si (in vitro)

Ratén

CD1/cépsula renal

Raton tx
Estreptomicina

Raton tx

Estreptomicina

ND

ND

ND

Raton tx
Estreptomicina

Si

sl

ND

ND

Si

si (hipoglucemia)

Tabla 2. Protocolos de diferenciacion pancreatica a partir de CEAH. Se describen
protocolos de diferenciacion donde se obtienen células productoras de insulina a partir de
CEAH a partir de diferentes condiciones de cultivo. ND: no determinado SFM Serum Fetal
Medium (medio suplemetado con Suero Fetal bovino), GSIS Secrecion de Insulina

Estimulada por glucosa del inglés Glucose Stimulated Insulin Secretion
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3 Justificacion

La DM es un problema de Salud Publica a nivel Mundial y Nacional por su elevada prevalencia
e indice de mortalidad, asi como el gasto publico que genera el tratamiento y seguimiento de
estos pacientes, es de interés proponer nuevas alternativas de tratamiento cuyo objetivo va
dirigido a mantener la normo glicemia, minimizando la progresion de las complicaciones agudas
y cronicas. A pesar de que la terapia de trasplante de érgano completo o de islotes pancreaticos
ha sido una opciodn, la baja disponibilidad de donadores cadavéricos, los estrictos criterios en la
seleccion de pacientes candidatos y la terapia inmunosupresora ha dificultado su uso en la
practica clinica. Es por ello que se ha postulado una alternativa innovadora sustentable y
sostenible a partir de CT embrionarias humanas cuyas propiedades de auto-renovacion y
diferenciacion hacia cualquier tipo especializado de las tres capas embrionarias las hacen un
candidato ideal para la Medicina Regenerativa. No obstante, debido a las limitaciones éticas-
legales, asi como su potencial para desarrollar neoplasias ha dificultado su aproximacion en la
clinica. Como medida a las desventajas descritas anteriormente se ha propuesto el uso de las
CT obtenidas a partir de los anexos fetales como las CEAH que mas alla de presentar
marcadores de células pluripotentes y compartir el mismo origen embrionario que las CT
embrionarias, brindan propiedades anti-inflamatorias, anti-antigénicas, anti-bacteriales,
antivirales y baja o nula respuesta al rechazo inmunoldgico lo que las hacen una atractiva
alternativa (Garcia-Lopez et al., 2015). Es por ello que en este estudio se pretendio obtener
células productoras de insulina a partir de CEAH mediante un protocolo de diferenciacion
pancreatica que simuld las condiciones in vivo, lo que en un futuro brindaria una fuente cuasi

ilimitada, de facil acceso, sin limitaciones éticas y legales.
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4  Hipotesis

Las células EAH que se derivan del epiblasto, tras someterse a un protocolo de diferenciacion
dirigida de cuatro etapas que simula el desarrollo embrionario pancreético, seran capaces de

diferenciarse a células positivas a insulina.

5 Objetivo general

Derivar células positivas a insulina capaces de expresar marcadores moleculares de diferentes

etapas del desarrollo pancreatico humano a partir de CEAH.

6 Objetivos especificos
1. Obtener CEAH a partir de los anexos fetales.
2. Caracterizar mediante marcadores moleculares de pluripotencia a las CEAH.
3. Determinar la capacidad de diferenciacion de las CEAH hacia células positivas a

insulina.
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7  Material y Métodos
7.1 Obtencion de muestras de tejido de membranas amniéticas

La obtencion de las membranas amniéticas se llevo a cabo en la Unidad de Tococirugia del
Servicio de Ginecologia y Obstetricia del Instituto Nacional de Perinatologia. Bajo previa firma
del Consentimiento Informado, se seleccionaron las membranas fetales de mujeres con edades
gestacionales entre 37-40 semanas, que cursaron con un embarazo normo evolutivo, sin
evidencia de trabajo de parto activo, sin antecedentes o caracteristicas clinicas y/o
microbiolégicas de infeccion, sometidas a cesareas electivas. Cabe mencionar que este
protocolo fue aprobado por el Comité de Investigacion del Instituto Nacional de Perinatologia

con numero de registro INPer-2018-1-150.

7.2 Extraccién, aislamiento y cultivo de las CEAH

Las membranas amniéticas fueron transferidas de la unidad de Tococirugia del Instituto al
laboratorio en solucion salina al 0.9%, en donde fueron manejadas bajo estrictas condiciones
de esterilidad. Para el aislamiento de las células se siguié como referencia el protocolo
establecido en el laboratorio (Avila-Gonzalez et al, 2019; Garcia-Castro et al 2015, Garcia-Lépez
et al., 2019). Brevemente, las membranas fetales, se separaron mediante una diseccién
mecanica el amnios del coridn, posteriormente, se lavaron en tres ocasiones con solucion
balanceada de Hanks 1X para remover los coagulos de sangre adheridos al tejido y se incubo

durante 5 minutos y dos periodos subsecuentes de 40 minutos con tripsina/EDTA a 37°C. Al

finalizar dicho periodo, se inactivo la tripsina/EDTA con medio DMEM adicionado con 10% de
suero fetal bovino y el tripsinizado se centrifugé durante 10 min a 200 x g a 4°C. Se re-
suspendio el pellet en medio de cultivo (DMEM con suero fetal bovino al 10%) y se filtr6 mediante
un separador con un limite de 100 um. Finalmente, las células fueron sembradas a una densidad

de 170,000 células por cm? en medio de cultivo adicionado con EGF (Factor de Crecimiento
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Epidérmico 10 ng/ml), sobre cajas de plastico de 10cm?. Una vez alcanzada una confluencia

celular del 80%-90% se procedio a realizar un pasaje celular hacia cajas de 4 pozos.

7.3 Protocolo de Diferenciacion hacia precursores 8 pancreaticos.
Una vez alcanzada una confluencia del 80-90 % del cultivo celular en las cajas previamente
sembradas se procedié con el protocolo de diferenciacion reportado por Schulz y colaboradores
(2012) (vease Figura 7). Brevemente, durante la primera etapa de induccion hacia células del
endodermo definitivo (dos dias), las CEAH se mantuvieron en medio RPMI suplementado con
Suero Fetal Bovino (del inglés FBS) 0.2 %, ITS (Insulina/Transferrina/Selenio), Glutamax 1X'y
Penicilina/ Estreptomicina adicionando durante el primer dia Activina (100 ng/ml) y Wnt (50
ng/ml) y en el segundo soélo la primera molécula. En la segunda etapa (etapa de tubo del
intestino primitivo), las células se mantuvieron en medio de cultivo de la primera etapa por tres
dias, agregando factor de crecimiento de queratinocitos ( del inglés KGF a 25 ng/ml) y un
inhibidor de la familia de tirosina cinasas (TBI, a una concentracion de 2.5 yM/ml) por tres dias.
Para la obtencion de células del intestino anterior-posterior, fueron cultivadas en medio DMEM,
B27 1%, Glutamax 1X y Penicilina/Estreptomicina, agregando un analogo del acido retinoico
(TTNPB, 3Nm/ml), ciclopamina (0.25 uM/ml) y nogina (50 ng/ml) por tres dias. Finalmente,
durante la cuarta etapa (etapa de progenitores pancreaticos y precursores endocrinos) se
mantuvieron por cuatro dias en medio DMEM B27 1%, Glutamax 1Xy Penicilina/Estreptomicina
suplementado con nogina (50 ng/ml), KGF (25 ng/ml) y factor de crecimiento endotelial (del

inglés EGF 50 ng/ml).
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Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4

Endodermo | Tubo digestivo Intestino anterior Endodermo pancredtico
definitivo primitivo posterior y precursores endocrinos
Activina + Wnt Activina KGF+ TBI TT (TTNPB) + NOG + KGF + EGF
(Inhibidor de CcYc
cinasas IVRITGF-B) | (Ciclopamina)+
NOGINA
RPMI + 0.2% FBS+ITS (insulina-transferri lenio) DMEM +1% B27
1dia 1 dia 3 dias 3 dias 4+ dias
oA o= " =3 roe = pe = Lo
NXX6-1
ocr4 BRA HNF1B s
HNFG NGN3
NANOG FGF4 HNF4A
SOX-9 NKX2-2
SOX-2 WNT3 &CG
E-cadherina SOX-17 ST
FOXA2 NS

PEPC

Figura 7. Protocolo de diferenciaciéon dirigida para la obtencion de células insulina
positivas. El protocolo de diferenciacion se divide en cuatro etapas, partiendo de CEAH (que
expresan FT relacionados a la pluripotencia) que fueron diferenciandosé hacia células del
endodermo definitivo, tubo digestivo primitivo, intestino antero-posterior y finalmente endodermo
pancredtico y precursores endocrinos. En la tabla superior se observan las moléculas que
activan vias de senalizacion para la diferenciacién orquestada de las células, en la parte inferior
se observa los medios de cultivo y los suplementos para su mantenimiento in vitro. En circulos
y debajo de ellos se muestran los FT y hormonas que se usaron para caracterizar a las células
en cada etapa. KGF: Factor de crecimiento de Queratinocitos del inglés Keratinocyte Growth
Factor TBI: inhibidor de la familia de tirosina cinasas NOG: Nogina: EGF: Factor de crecimiento
epidermal por sus siglas en inglés Epidermal Growth Factor FBS: Suero fetal Bovino.

7.4 Ensayos de inmunocitoquimica

Para este fin, se bas6 en el procedimiento reportado previamente en el laboratorio
(Garcia-Castro et al., 2015, Garcia-Lopez et al., 2019). De manera concisa, las células fueron
fijadas al final de cada etapa mediante paraformaldehido al 4% durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron en tres ocasiones con una solucion de buffer
fosfatos (PBS) y se permeabilizaron con suero pre-inmune al 10% Yy tritén al 0.3% durante 45
minutos. Las muestras se incubaron toda la noche a 49C con los anticuerpos primarios para la
primera etapa con anti-Brachyury (BRA) (conejo 1:100) (Abcam ab20680) anti-FGF4 (cabra
1:50) (Santa Cruz, Sc 1361) y anti-Wnt 3 (WNT-3) (conejo 1:100) (Abcam ab28472); para la
segunda etapa con anti-SOX-17 ( ratén 1:50) (Abcam ab84990), anti-FOX-A2 (conejo 1:100)

(Abcam ab40874), anti-HNF1B (conejo 1:50) (Santa Cruz Sc-22840) y anti-HNF4A (conejo
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1:100) (Abcam ab64911); para la etapa tres se usd anti-PDX1 (conejo 1:2000) (Abcam
ab47267), anti- HNF6 (raton 1:100) (Abcam ab87420), anti-SOX-9 (raton1:100) (Abcam ab
118892), anti-NKX6-1 (cabra 1:50) (Santa Cruz Sc 15030), anti-neurogenina 3 (NGN3) (ratén
1:100) (Abcam ab 87108) y anti-NKX2-2 (conejo 1:100) (Santa Cruz Sc-25404). Finalmente,
para la etapa cuatro se emple6 anti-glucagén (GCG) (conejo 1:50) (Santa Cruz Sc-13091), anti-
somatostatina (SST) (ratén 1:50) (Santa Cruz Sc-55565), anti-insulina (conejo 1:100)
(AbcamAb63820) y anti péptido C (PEP C) (ratén 1:100) (Abcam Ab8297). Posteriormente, las
células fueron lavadas en tres ocasiones con PBS y albumina bovina al 10% y se adicionaron
anticuerpos secundarios acoplados a compuestos fluorescentes (1:1000). Los nucleos fueron
tefiidos con DAPI (1 ng/ml). Se realizaron una serie de controles, los cuales consistieron en
omitir el anticuerpo primario (negativo) y la presencia del anticuerpo en tejido pancreatico de
diferentes etapas de la vida intrauterina (positivo) y en tejido adulto placentario (negativo). Las
tinciones se visualizaron con un microscopio de epifluorescencia invertido (Olympus 1X-81,

Tokyo, Japan) acoplado a una camara CCD (Hamamatsu, ORCA-Flash 28, Tokyo, Japan).

7.5 Conteo celular
Se capturaron microfotografias con el objetivo 10X (NA 0.4, apertura numerica del inglés
numerical aperture 0.4) y se contabilizd el numero de células positivas en nueve campos
aleatorios de un total de cinco experimentos independientes. Las imagenes fueron empalmadas
con el programa Adobe Photoshop CC 2017 (Adobe System Inc., CA, USA). Se determiné el
porcentaje de células positivas para cada anticuerpo de cada experimento siendo el resultado
de la division entre el numero de células positivas para el marcador especifico multiplicado por

cien y el numero total de nucleos (positivos a DAPI).

39



7.6 Ensayos de PCR-punto final
En cada una de las etapas del protocolo se determind la expresion génica (RNAm) de los
distintos factores de transcripcion (Garcia-Castro et al., 2015, Garcia-Lépez et al., 2019). Para
ello, se aisld el RNA de los cultivos celulares utilizando el método de trizol. EI RNA se tratd con
DNAsa para evitar la amplificacion de secuencias contaminantes de DNA. Posteriormente, 1250
ng de RNA fue utilizado y se realizé la PCR- punto final con el kit one-step (Promega) de acuerdo
con las especificaciones del fabricante. Con el uso de pares especificos de primers (OCT4 (FWD
5" GAG GAG TCC CAG GACATGAA-3'REV5 GTGGTCTGG CTGAACACCTT 3 ) NANOG
(FWD5'GCC GAG TGG AAA CTT TTG TC 3 REVS5 GTT CAT GTG CGCGTA ACT GT3'),
SOX2 (FWD5 CAG CTG TGT GTA CTC AAT GATAGA TTT3 REV5'CAA CTG GCC GAA GAA
TAG CAA TGG TGG TGT 3’), BRA FWD 5'CAG TGGCAG TCT CAG GTT AAGAAG GA 3’
REV 5'CGC TAC TGC AGG TGT GAG CAA 3" SOX 17 FWD 5" CTG TTG AAT CAT AAG CTT
GAC CGT CCC3" REV 5" ATC TTA ACC CCA GCG ATG CTT GCC 3" FOXA-2 FWD 5°GGG
AGC GGT GAA GAT GGA 3" REV 5 TCATGT TGC TCA CGG AGG AGT A 3" HNF4-A FWD
5'CAT GGC CAA GAT TGA CAA CCT 3" REV 5" TTC CCA TAT GTT CCT GCATCA G 3
HNF-1B FWD 5 TCA CAG ATA CCA GCA TCA GT 3" REV 5 GGG CAT CAC CAG GCT TGT
A 3" PDX-1 FWD 5" AAG TCT ACC AAA GCT CAC GCG 3" REV 5" GTA GGC GCC TGC 3’
HNF-6 FWD 5" CGC TCC GCT TAG CAG CAT 3’ REV 5" GTG TTG CCT CTATCC TTC CCA
T 3" SOX-9 FWD 5°AGT ACC CGC ACT TGC ACA AC 3" REV 5 ACT TGT ATT CCG GGT
CCTT 3" NKX6-1 FWD 5 CTG GCC TGT ACC CCT CAT CA3"REV 5 CTT CCC GTC TTT
GTC CAA 3" NGN-3 FWD 5°GCT CAT CGC TCT CTATTC TTT TGC 3" REV 5° GGT TGA
GGC GTC ATC CTT TCT3" NKX2-2 FWD 5GGC CTT CAG TAC TCC CTG CA 3 5'GGG
ACT TGG AGC TTG AGT CCT 3" GCG FWD 5" AAG CAT TTACTT TGT GGC TGG ATT 3’
REV 5TGATCT GGATTTCTC TGT GTCT 3" SST FWD 5 CCC CAG ACT CCG TCAGTT
TC3"'REV 5TCC GTC TGG TTG GGT TCA G 3" INS 5°AAG AGG CCA TCA AGC AGATCA
3" 5'CAG GAG GCG CAT CCA CA 3’) se determino la presencia de RNAm para cada gen de

interés. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacién 94°C por un
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minuto, alineamiento de 56 a 57°C dependiendo del primer por un minuto y elongacién 68°C por
un minuto. El numero de ciclos fue de 35 y la extension final a 68°C por diez minutos terminada
por un enfriamiento a 4°C. Asimismo, en la amplificacion se incluyeron controles negativos en
donde se omitid la enzima, para descartar falsos positivos, asi como controles positivos a partir
de RNAm de Pancreas de fetos en etapas tempranas de desarrollo. Los fragmentos resultantes
de la amplificacion fueron analizados mediante electroforesis en geles de Agarosa al 4% v el
tamafo de los productos fueron determinados mediante su comparaciéon con estandares de

peso molecular.
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8. Resultados
8.1 Obtencién y caracterizacién de las CEAH in vitro
Se obtuvieron CEAH con una morfologia tipo adoquin con nucleos grandes y citoplasma
pequefo, las cuales crecieron en monocapa. De forma esperada, confirmamos la presencia de
los marcadores de pluripotencia OCT4, SOX2 y NANOG mediante las técnicas de
inmunofluorescencia (tincion nuclear de cada una de las moléculas buscadas) y PCR (bandas
de pares de base de acuerdo con lo reportado en la literatura). Asimismo, las células fueron E-

Cadherina positivas lo cual comprueba su naturaleza epitelial (vease Figura 8 y 9).

b)

HESC CEAH CTR-

Figura 8. Caracterizacion de las CEAH in vitro. a) Microfotografias en campo claro a
diferentes aumentos de las CEAH en donde se aprecia su morfologia de adoquin agrupadas en
monocapa durante el primer pasage celular (Objetivos 10x y 20x) (Imagénes representativas de
cinco experimentos independientes. Barra de escala= 100um). b) Expresion de factores de
transcripcion correspondientes a OCT4 (151 pb), NANOG (142 pb) , y SOX2 (264 pb)
analizados mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% donde se oberva el control
positivo de células troncales embrionarias humanas (HESC del inglés Human Embrionyc Stem
Cells ), CEAH durante el primer pasage en el carril central y finalmente el control negativo donde
se omiti6 RNAm durante la reaccion PCR (CTR-) (Imagénes representativas de cinco
experimentos independientes).

42



[
£ w
° o
A 2 <
Q © o
o o
w
©
c
o T
X 7 S
- ; g
3 o
w
[
o c
: 5 g :
= £
< % < ©
4 (] (=] £
Q w
w

100

Figura 9. Caracterizacion de las CEAH in vitro mediante marcadores de pluripotencia
Microfotografias tomadas por miscroscopia de epifluorescencia a 20x de ensayos de
inmunocitoquimicas que determinaron la presencia de los factores de pluripotencia OCT-4,
NANOG y SOX-2 (rojo), los cuales colocalizan con E-cadherina, (verde) en las CEAH al final del
primer pasaje celular. Los nucleos fueron detectados mediante la tincion con DAPI (azul). Las
tinciones son represenattivas de cinco experimentos independientes. La barras de escala se
aplica para el resto de las imagénes (Barra de escala= 100 um).

8.2 Protocolo de diferenciacion pancreatica a parir de CEAH

Una vez caracterizadas las CEAH en condiciones in vitro y alcanzada una confluencia de 80 a
90% se realiz6 el protocolo de diferenciacion dirigida de cuatro etapas. De manera interesante,
las células presentaban los marcadores de diferenciacion celular caracteristicos de cada etapa
los cuales fueron determinados mediante la expresion de RNAm (PCR-punto final) y la
presencia de la proteina (inmunoensayos).

Durante la primera etapa, las CEAH se diferenciacion hacia el endodermo definitivo bajo una
estimulacién con WNT y Activina. De manera oportuna, mediante los experimentos de PCR se
aprecio la expresion de los factores de transcripcion correspondientes a dicha etapa (figura 11).
Ademas, mediante los ensayos de inmunofluorescencia se observé una marca nuclear para

cada uno de los factores, mientras que el conteo demostrd los siguientes porcentajes de la
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poblacion total de BRA (63.64% +/-22.58 ), FGF4 (42.75% +/- 11.83), WNT3A (71.16% +/-9.69),
SOX17 (34.05% +/-12.09) y FOXA2 56.62% +/- 11.76) al final de esta fase (vease Figura 10, 11
y 12). Mas adelante, al terminar la segunda etapa (tubo digestivo primitivo) y con la estimulacion
del factor de crecimiento de queratinocitos (KGF) y el inhibidor de la familia de tirosina cinasas
(TBI), las CEAH mostraron la presencia tanto del RNA mensajero como de la proteina HNF1B
y HNF4A (50.62% +/ 11.75 y 34.31% +/- 23.67, respectivamente) (vease Figura 13, 14 y 15).
Para la obtencion de células del intestino anterior-posterior (tercera etapa) las CEAH se les
agrego6 al medio de incubacién TTNPB, ciclopamina y nogina con lo cual fueron capaces de
expresar el RNAm (PDX1y SOX9) y la proteina de PDX1 (74.88% +/- 14.19), HNF6 (6.22% +/-
4.006) y SOX9 (59.85%+/-23.22) en los porcentajes descritos (vease Figura 16, 17 y 18).

Finalmente, al completar la etapa 4 (etapa de progenitores pancreaticos y precursores
endocrinos) las células al ser cultivadas con Nogina, KGF y EGF expresaban el RNA m de las
hormonas glucagon (GCG), insulina (INS) y péptido C (PEP-C), asi como las proteinas de los
marcador especificos de pancreas, NKX2 74.26 %+/-17.9, GCG 76.46% +/-11.8, INS 64.1%+/-

4.05 y PEP-C 35%+/-9.83 en los porcentajes previamente sefalados (vease Figura 19, 20y 21)

CTRL+ CEAH CTRL- CTRL+ CEAM CTRL- CTRL+ CEAH CTRL-

Figura 10. Expresién de Factores de Transcripcién correspondientes al endodermo
definitivo en CEAH al final de la primera etapa de diferenciaciéon. Expresion de factores de
transcripcion correspondientes a BRA (58 pb), FOXA2 (89 pb) y SOX17 (70 pb) , y SOX2 (264
pb) analizados posterior a la PCR mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% donde se
oberva el control positivo de tejido pancreatico fetal (CTRL +) CEAH al finalizar la primera etapa
en el carril central y finalmente el control negativo donde se omiti6 RNAm durante la reaccion
PCR (CTR-) (Imagénes representativas de cinco experimentos independientes).
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Figura 11. Caracterizacién de las CEAH al final de la primera etapa (endodermo
definitivo). Microfotografias representativas tomadas por microscopia de epifluorescencia
(20x) donde se detectan factores de transcripcion caracteristicos del endodermo definitivo FGF4
(rojo), BRA (verde), SOX17 (rojo) WNT3A (verde) y FOXA2 (rojo) en el segundo dia de la Etapa
1 del pro tocolo de diferenciacién pancreatica. Los nucleos fueron detectados mediante la
tincion con DAPI (azul). Las tinciones son representativas de cinco experimentos
independientes. La barras de escala se aplica para todas las imagénes (barra de escala= 100

um).

100um
—
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Figura 12. Cuantificacién de células positivas a factores de transcripcién en etapa de
endodermo definitivo. Las barras representan el porcentaje de células postivas a factores de
transcripcion BRA, FGF4, WNT3A, SOX17 y FOXA2 en las CEAH tras la diferenciacion en la
primera etapa del protocolo de diferenciacion célular. La cuantificacion del porcentaje de células
esta expresada con relacion de células tefidas con DAPI. Los resultados se observan como
medias +/- SD (desviacion estandar del inglés standard deviation) de un total de cinco
esperimentos independientes.

Figura 13. Expresion de RNAm correspondientes a factores de transcripcion del tubo
digestivo primitivo en CEAH al final de la segunda etapa de diferenciacion. Expresion de
factores de transcripcion correspondientes a HNF1B (79 pb) y HNF4A (113 pb), analizados
posterior a la PCR mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% donde se oberva el
control positivo de tejido pancreatico fetal (CTRL +) CEAH al finalizar la segunda etapa en el
carril central y finalmente el control negativo donde se omiti® RNAm durante la reaccién PCR
(CTR-) (Imagénes representativas de cinco experimentos independientes).
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Figura 14. Caracterizacion de las CEAH al final de la segunda etapa (tubo digestivo
primitivo) Microfotografias representativas tomadas por microscopia de epifluorescencia (20x)
donde se detectan factores de transcripcion caracteristicos del tubo digestivo primitivo HNF1B
(rojo), HNF4A (rojo) al finalizar el tercer dia de la Etapa 2 del protocolo de diferenciacion
pancreatica. Los nucleos fueron detectados mediante la tincion con DAPI (azul). Las tinciones
son representativas de cinco experimentos independientes. La barras de escala se aplica para
todas las imagénes (barra de escala= 100 um).
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Figura 15. Cuantificacion de células positivas afactores de transcripcion en etapa de tubo
digestivo primitivo Las barras representan el porcentaje de células postivas a factores de
transcripcion HNF1B y HNF4A en las CEAH tras la diferenciacion en la segunda etapa del
protocolo de diferenciacion célular. La cuantificacion del porcentaje de células esta expresada
con relacion de células tefiidas con DAPI. Los resultados se observan porcentaje de las como
medias +/- SD (desviacion estandar del inglés standard deviation de un total de cinco
esperimentos independientes.

CTRL+ CEAM CTRL

CTRL+ CEAH CTHL -

Figura 16. Expresion del RNAm correspondientes a los factores de transcripcion del tubo
digestivo anterior-posterior en CEAH al final de la tercera etapa de diferenciacion.
Expresion de factores de transcripcion correspondientes a PDX1 (74 pb) y SOX9 (78 pb),
analizados posterior a la PCR mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% donde se
oberva el control positivo de tejido pancreatico fetal (CTRL +) CEAH al finalizar la segunda etapa
en el carril central y finalmente el control negativo donde se omiti6 RNAm durante la reaccion
PCR (CTR-) (Imagénes representativas de cinco experimentos independientes).
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Figura 17. Caracterizacién de las CEAH al final de la tercera etapa (tubo digestivo
anterior-posterior). Microfotografias representativas tomadas por microscopia de
epifluorescencia (20x) donde se detectan factores de transcripcion caracteristicos del del tubo
digestivo antero-posterior: PDX-1, HNF6 y SOX-9 (rojo). Al finalizar el tercer dia dia de la etapa
3 del protocolo de diferenciacion pancreatica. Los nucleos fueron detectados mediante la tincion
con DAPI (azul). Las tinciones son represenativas de cinco experimentos independientes. La
barras de escala se aplica para todas las imagénes (barra de escala= 100 um).
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Caracterizacion de las CEAH al final de latercera etapa (tubo digestivo anterior-posterior).
Las barras representan el porcentaje de células postivas a factores de transcripcion PDX-1,
HNF6 y SOX-9 en las CEAH tras la diferenciacion en la segunda etapa del protocolo de
diferenciacion célular. La cuantificacion del porcentaje de células esta expresada con relaciéon
de células tefiidas con DAPI. Los resultados se observan como medias +/- SD de un total de
cinco esperimentos independientes.

Figura 19. Expresién de hormonas correspondientes a los factores de transcripcion de
células del endodermo pancreatico y precursores endocrinos al final del protocolo de
diferenciacién. Expresion de factores de hormonas correspondientes a glucagon (GCG, 116
pb), somatostatina (SST, 108 pb) e insulina (INS, 58 pb)analizados posterior a la PCR mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 2% donde se oberva el control positivo de tejido
pancreatico fetal (CTRL +) CEAH al finalizar la segunda etapa en el carril central y finalmente
el control negativo donde se omiti6 RNAm durante la reaccion PCR (CTR-) (Imagénes
representativas de cinco experimentos independientes).
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Figura 20. Caracterizacion de las CEAH al final del protocolo de diferenciacion
(endodermo definitivo). Microfotografias representativas tomadas por microscopia de
epifluorescencia (20x) donde se detectan factores de transcripcidon caracteristicos del
endodermo pancreatico y precursores endocrinos NKX2.2 y NKX6.1 (rojo), neurogenina (NGN,
verde), glucagon (GCG, verde), insulina (INS verde), péptido C (PEP-C rojo) y somatostatina
(SST rojo). al finalizar el cuarto dia de la Etapa 4 del protocolo de diferenciacion pancreatica.
Los nucleos fueron detectados mediante la tincién con DAPI (azul). Las tinciones son
representativas de cinco experimentos independientes. La barras de escala se aplica para todas
las imagénes (barra de escala= 100 um).
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Etapa 4

100+
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Figura 21. Caracterizacion de las CEAH al final del protocolo de diferenciacién
(endodermo definitivo). Las barras representan el porcentaje de células postivas a factores de
transcripcion NKX2, GCG, INS y PEP-C en las CEAH tras la diferenciacion en la segunda
etapa del protocolo de diferenciacion célular. La cuantificacion del porcentaje de células esta
expresada con relacion de células tefiidas con DAPI. Los resultados se observan como medias
+/- SD de un total de cinco esperimentos independientes.

De manera interesante, tras la obtencién de células progenitoras endocrinas al finalizar la cuarta
etapa del protocolo, se logran obtener poblaciones heterogéneas que componen al islote
pancreatico capaces de ser inmunorreactivas a la marca de INS y SST. Sin embargo, al
observar las imagenes del empalme en las células INS+ y SST+, ambas marcas no
colocalizaban, lo que sugiere la existencia de poblaciones capaces de expresar un solo tipo de
hormona (mono-hormonales) como se aprecia en la Figura 23. Ademas, al realizar la busqueda
de PEP-C a lo largo del protocolo de diferenciacion se percaté que su inmunoreactividad solo
fue reflejada en las etapas que corresponden al tubo digestivo anteroposterior que localizaban

con células PDX-1+, siendo mayor su nimero al final del protocolo (vease Figura 24).
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Figura 22. Identificacién de células monohormonales al final del protocolo de
diferenciacion. Microfotografias representativas tomadas por microscopia de epifluorescencia
(20x) donde se detectan factores de transcripcion caracteristicos del endodermo pancreatico y
precursores endocrinos insulina (INS verde) y somatostatina (SST rojo). al finalizar el cuarto dia
de la Etapa 4 del protocolo de diferenciacion pancreatica. Las puntas de las flechas sefialan
células que no emplamaban para ambas hormonas, de esta manera se obtuvieron celulas
monohormonales. Los nucleos fueron detectados mediante la tincion con DAPI (azul). Las
tinciones son representativas de cinco experimentos independientes. La barras de escala se
aplica para todas las imagénes (barra de escala= 100 um).
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Figura 23. Diferenciacion de células productoras de insulina y péptido C a lo largo del protocolo
de diferenciaciéon. Microfotografias representativas tomadas por microscopia de
epifluorescencia (20x) donde se detectan factores de transcripcion y hormonas caracteristicos
de las diferentes etapas del protocolo de diferenciacion correspondientes a NANOG, WNT3-A,
HN1B, PDX-1 e INS (verde) y PEP-C (rojo). al finalizar el cuarto dia de la Etapa 4 del protocolo
de diferenciacion pancreatica. Se observa la marca de PEP-C a partir de la tercera etapa, sin
embargo, en mas evidente en la cuarta etapa. Los nucleos fueron detectados mediante la

tincion con DAPI (azul). Las tinciones son representativas de cinco experimentos
independientes. La barras de escala se aplica para todas las imagénes (barra de escala= 100

um).



9. Discusién

El establecimiento de una terapia eficiente en la DM ha sido un desafio en las ultimas décadas.
A pesar de los multiples tratamientos hipoglucemiantes, desde la generacion de farmacos que
sensibilizan la liberacion de insulina hasta sustituir por completo esta hormona de manera
exdgena o mediante el trasplante de tejido, no han brindado la certeza de disminuir las
complicaciones agudas y cronicas de esta patologia. Ademas de las contraindicaciones, efectos
no deseados y la biodisponibilidad de los recursos bioldgicos (en el caso del trasplante) limitan
aun mas la eficiencia terapéutica.

Tras la propuesta de una terapia regenerativa a partir de CT y bajo el establecimiento de
diferentes protocolos de diferenciacion celular se han obtenido células productoras de insulina
con el uso de CT embrionarias humanas provenientes de la masa celular interna de embriones,
las cuales si bien han demostrado su utilidad en ensayos preclinicos en modelos animales
(véase Tabla 1) aun presentan ciertos aspectos que deben de resolverse antes de que sean
una realidad en el campo de la Medicina Regenerativa; como son problemas ético-legales hasta
la posible formacion de teratomas y el nimero limitado de ellas que representan a la poblaciéon
no anglosajona o asiatica (Kuroda T et al., 2013; Volarevic V. et al., 2018).

De esta forma, bajo la premisa de que las CEAH presentan marcadores moleculares de CT
pluripotentes y que podrian ser una fuente alterna a este tipo peculiar de células; en este trabajo
se logré aislar y mantener en condiciones de cultivo a dicha estirpe celular. Como una primera
aproximacion se demostro que al aislar las células eran positivas a los factores de transcripcion
implicados en la pluripotencia (OCT4, SOX2 y NANOG) de manera esperada (vease Figura 8 y
9). Se ha descrito en la literatura que debido a su origen embrionario estas células pueden
poseer marcadores similares a las CT embrionarias humanas e inclusive del epiblasto. De esta
forma, Miki y colaboradores en 2005 demostraron la expresion de los antigenos de superficie
TRA-1-60, TRA1-81, SSEA3 y SSEA4 en el epitelio amnidtico placentario a término, como de
OCT4, NANOG, SOX2 (Miki et al., 2005). Por su parte, llancheran y su grupo de investigacion

obteniendo resultados similares al trabajo de Strom, evidenciaron la presencia de la triada de
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pluripotencia (OCT-4, NANOG, SOX-2), asi como SSEA4 y GCTM2 en las CEAH, logrando
ademas, la derivacion de linajes celulares de las tres capas germinales (llancheran et al., 2007).
Por los hallazgos anteriormente mencionados diversos grupos de investigacion han retado la
capacidad de diferenciacion de las CEAH, obtiendo asi diversos grupos celulares funcionales
provenientes del ectodermo, mesodermo y endodermo (Niknejad H. et al., 2010;Han X., et al.,
2011;Luo Hetal., 2011). Es por ello los ultimos afios el epitelio amnidtico humano ha despertado
el interés de la comunidad cientifica por sus caracteristicas bioquimicas y moleculares casi
equiparables con las CT embrionarias humanas (Evron A.et al., 2011; Garcia-Castro et al., 2015,
2016, Zou G et al., 2018, Avila-Gonzalez, et al., 2019 Garcia-Lopez et al., 2019.) lo cual ha
brindado evidencia suficiente sobre su posible uso como modelo de estudio tanto en la biologia
del desarrollo como en la Medicina Regenerativa.

En este estudio se reté a las CEAH mediante un protocolo de diferenciacion secuencial hacia
fenotipos celulares que convergen en precursores endocrinos dando lugar a células endocrinas
maduras mediante la inactivacion o activacion de vias de sefalizacidn (conservadas en distintas
especies) y con ello permitiendo la diferenciacion orquestada hacia células b pancreaticas
(Schulz et al., 2012). De esta forma, mediante este proceso de diferenciacién dirigida, se trata
de mimetizar las condiciones in vivo durante la etapa fetal, con el objetivo de disminuir esa
equidistante distancia que ha existido para semejarse a los islotes humanos a partir de CT
pluripotentes.

En este trabajo se lograron caracterizar mediante marcadores moleculares de etapas criticas
del desarrollo pancreatico diversas poblaciones. En una primera etapa se obtuvieron un células
de BRA (63.64% +/-22.58 ), FGF4 (42.75% +/- 11.83), WNT3A (71.16% +/-9.69), SOX17
(34.05% +/-12.09) y FOXA2 56.62% +/- 11.76) (vease Figura 10), seguidas por aquellas que
expresaban HNF1B y HNF4A (53.7% y 37.4%, respectivamente) en la etapa del tubo digestivo
primitivo (vease Figura 12). Hacia la etapa de células del intestino anterior-posterior (tercera
etapa) las CEAH fueron capaces de expresar el RNAm (PDX1 y SOX9) y la proteina de PDX1

(74.88% +/- 14.19), HNF6 (6.22% +/- 4.006) y SOX9 (59.85%+/-23.22) (vease Figura 15). En
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las ultimas dos décadas se ha destacado la importancia de los FT PDX-1, HNF6 y NKX6.1,
exclusivos del linaje pancreatico y cruciales para el desarrollo de esta glandula (Slack J. M.
(1995); McCraccken et al, 2012). De manera interesante, se ha documentado que la inactivacion
del gen PDX-1 en ratones modificados genéticamente han dado como resultado la pérdida del
fenotipo de las células pancreaticas y por consecuencia el desarrollo de DM, ya que el gen
regula de manera positiva la expresion de insulina uniéndose y activando promotores para la
expresion de dicha hormona, asi como para el cotransportador de glucosa GLUT2 y el
polipéptido amiloide de los islotes, mientras que se reprime la expresion de glucagon (Ahigren
et al., 1997; Ahigren U et al., 1998; Gao N et al. 2008). Asi mismo, en ratones homocigotos
PDX-1 (-/-) el crecimiento y desarrollo se detiene en etapas tempranas de la organogénesis del
pancreas, lo que conlleva a hipoplasia o en su defecto agenesia (Offield M et al, 1996; JonssonJ
et al, 1994). Por otro lado, ratones heterocigotos PDX1 (+/-) para dicho gen han demostrado
alteracion en la tolerancia a la glucosa demostrando que este factor de transcripcion es
indispensable para la homeostasis de la glucosa incluso cuando no tiene alguna alteraciéon
anatémica (Stoffers. et al, 1997; Hollan A. et al., 2002). Es interesante observar que las CEAH
sometidas al protocolo de diferenciacion en este trabajo, durante la tercera etapa alcanzo el
74.88 % +/-14.19 para PDX-1 + lo que nos daria un indicio de que las células obtenidas
provienen de una diferenciacién similar a la que ocurre para el endodermo pancreatico y que la
presencia de PDX-1 permita la maduracion de células endocrinas en nuestro protocolo.

Respecto a NKX6.1 se ha descrito que es un FT que regula de manera particular la identidad
de las células beta pancreaticas y promueve su proliferacion (Henseleit, K. et al 2005; Schaffer
A. et al., 2010). Sander M y colaboradores reportaron que la inactivacion de NKX6.1 en ratones
evita la generacion de células b mono-hormonales, dando lugar a poli hormonales no
funcionales (Sander M et al, 2000). Asi mismo, mediante la combinacion de perfiles de expresion
génica e inmunoprecipitacion de cromatina con secuenciacion masiva se demostro que NKX6.1
condiciona la expresion de genes promotores que permiten la biosintesis y secrecion de

insulina, ademas de aquellos que promueven la proliferacion de células b, sin embargo, la

57



delecion de este FT promueve la activacion ectopica de los genes d en las células b,
convirtiéndolas en linajes endocrinos alternativos (Taylor B. et al, 2013).

Este gen podria ser el responsable de la determinacion de diferentes tipos celulares
pancreaticos y capaz de darle una identidad a las células {3, razon por la cual podria obtenerse
un porcentaje de células mono hormonales elevado. Si bien en los resultados reportados en
este protocolo, no se obtuvo células positivas a dicho FT, no se eximé que se obtuvieran células
mono hormonales como lo demuestran las imagenes de inmunofluorescencia. Sin embargo, es
un area de oportunidad para enriquecer a dicha poblacion celular en futuras investigaciones en
el laboratorio. Un posible acercamiento seria agregar un activador de PKC como TPB (activador
de PKC; (2S, 5S)-(E, E)-8-(5-(4-(trifluorometil) fenil)-2,4-pentadienoilamino), que ha demostrado
ser un mecanismo esencial en la traduccion de sefales en eventos de proliferacion y
diferenciacion tras la fosforilacion de serinas/treoninas como lo demostré Rezania y
colaboradores en 2013. Otra alternativa que se ha propuesto es mantener por mas dias de
diferenciacion a los progenitores endocrinos con el objetivo de que puedan madurar in viro y por
consiguiente incrementar FT de dichas células.

Otro hallazgo significante en este trabajo fue el 6.22 +/- 4.006 % de células positivas a HNF6.
Dicho gen ha sido ampliamente descrito en el tejido pancreatico, asi como el higado. No
obstante, la ausencia de este FT no compromete la diferenciacion celular terminal de las células
b durante el desarrollo pancreatico, sin embargo, en modelos knock out de ratones puede verse
comprometida aquellas poblaciones de células progenitoras multipotentes (Jacquemin P.et al. ,
2000; Zhang H. et al, 2009). La inmunoreactividad que se evidencio para la la marca de HNF6
hace pensar que, si bien fue un porcentaje limitado en los progenitores, las células multipotentes
pancreaticas se logran diferenciar a células endocrinas INS+ hasta en un 64.1 %.
Recapitulando los resultados, enfocados a la caracterizacion de precursores endocrinos y
progenitores pancreaticos, se puede observar que existe un porcentaje celular positivas a INS
y Pep C de 64.1 % y el 35 %, respectivamente. Dichas cifras superan al porcentaje de células

obtenidas en los trabajos de D’Amour y colaboradores (D’Amour et al 2006) donde se
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obtuvieron alrededor de 7.3 % (3-12 %) de células INS+. En articulos como el reportado por
Russ y colaboradores en 2011 donde a partir de células MEL1, una linea celular obtenida a
partir de células embrionarias humanas, lograron obtener un 60 % de células positivas a INS,
tras someterse a un protocolo similar al reportado por D’Amour y colaboradores (Russ et al,
2011). De forma similar Pagliuca y colaboradores en el afio 2014, sometieron dos lineas
celulares obtenidas de manera distinta, HUES 8 (una linea celular derivada de embriones
humanos) e hiPSC-1 (células pluripotentes inducidas humanas obtenidas a partir de fibroblastos
humanos) a un protocolo de diferenciacion como el reportado en este trabajo, donde se simula
el desarrollo del pancreas humano obteniendo un porcentaje mayor al 30 % (Pagliuca et al
2014). De esta forma, en este trabajo con CEAH se obtuvo un porcentaje igual o mayor al
reportado con CT embrionarias humanas, no obstante, en el caso de las células del amnios no
conllevan todos los posibles impedimentos que se hablaron en la introduccion de este trabajo
para llevarlas a la practica clinica.

Por otra parte, desde el descubrimiento de los protocolos de reprogramacion celular descritos
por Yamanaka y colaboradores, el uso de las iPSC humanas en el campo de la diferenciacion
pancreatica ha sido fuente de estudio para diversos laboratorios, donde a partir de técnicas de
reprogramacion se ha logrado obtener células productoras de INS. Trabajos como los de
Kunisada en 2012 donde a partir de cinco lineas de iPSC se lograron obtener células INS + en
un 11.8 % (8.0-16 %) ademas de GCG+, SST + GHRL, subsecuentemente Millman en 2015 a
partir de dos lineas derivadas de fibroblastos humanos sanos y una linea derivada de
fibroblastos de portadores de DM tipo 1 se obtuvieron iPSC positivas para INS hasta en un 56%
obteniendo ademas GCG + y SST+. Yabe a partir de las lineas TKDN4-M, 253 G1, 454e2
derivadas de fibroblastos humanos se lograron obtener células INS+ entre el 30 y 33.6%
ademas de GCG + y SST+. De esta forma, nuevamente al comparar este tipo de células
pluripotentes con las obtenidas del amnios humano, los porcentajes son muy similares o en
algunos casos hasta mayores. Asi mismo, cabe recordar si bien estas células son una

revolucion en el campo de la Medicina regenerativa, la conservacion de la “memoria
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epigenética” que puede prevalecer hace pensar en replantearse la posibilidad de ensayos
clinicos.

Finalmente, en aquellos protocolos donde se han utilizado CEAH y la induccién endocrina a
partir de la estimulacién con nicotinamida han resultado poco eficaces y no recapitulan el
desarrollo pancreatico in vitro, ademas se ha descrito alteraciones en aquellas células
productoras de INS, como la ausencia en los receptores H2 a Histamina que permite la correcta
respuesta a estimulos para la liberacién de insulina, algunos de estos trabajos se ven reflejados

en la Tabla 2.
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10.Conclusiones y perspectivas

En esta primera aproximacion para obtener células similares a las b pancreaticas a partir de
CEAH, se puede observar que la expresion de FT y proteinas a lo largo de las cuatro etapas,
son equiparables con trabajos similares que usan CT embrionarias e iPSC, modelos que
representan la tecnologia de punta en el campo de la terapia celular. De esta forma, los
resultados presentados en este estudio abren la posibilidad de utilizar a las CEAH como una
posible fuente atractiva de CT y de obtencion de células productoras de insulina. Asimismo, este
modelo permitiria el probar farmacos hipoglucemiantes o con efectos sobre poblaciones
celulares pancreaticas, estudiar procesos del desarrollo embrionario o mecanismos fisioldgicos
o patologicos de enfermedades pancreaticas, lo que representaria el verdadero “estado de arte”
de las CEAH.

Sin embargo, aun es necesario comprobar sus propiedades fisioldgicas in vitro e in vivo de una
forma sdlida, asi como su respuesta adecuada a los cambios fisiolégicos dentro de un modelo
animal, la interaccidn con diversos sistemas, la viabilidad de las células después del trasplante,
la respuesta del hospedado, su posible uso en modelos especificos de la DM como la respuesta

a anticuerpos asociados a la DM tipo 1, entre otras incégnitas.
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