CENTRO DE INVESTIGACION Y ASISTENCIA EN ‘
TECNOLOGIA Y DISERO DEL ESTADO DE CINTED
JALISCO, A.C.

“Efecto de la astaxantina en la diferenciacion de células troncales
de pulpa dental y medula ésea hacia células B pancreaticas

productoras de insulina”

TESIS
Para obtener el grado académico de

Maestria en Ciencias en Innovacion Biotecnoldgica

PRESENTA
Lic. QFB. Laura Susana Villa Garcia Torres
Direcciéon: M. en C. Flor Yohana Flores Hernandez

Co-Direccién: Dra. Nahomy Marino Marmolejo
Dr. Jorge Gaona Bernal

Asesor: Dr. Jorge Bravo Madrigal
Dra. Sanghamitra Kandhual

Guadalajara, Jal. Enero 2018



cog.l'\:?.c:w CINTEJ

FOR-DI-08-43 .0
Guadalajara, Jalisco a 06 de Noviembre de 2017

CONSEJO INSTITUCIONAL DE POSGRADO

DEL CENTRO DE INVESTIGACION Y ASISTENCIA EN TECNOLOGIA Y DISENO
DEL ESTADO DE JALISCO, A.C.

PRESENTE

Los abajo firmantes miembros del comité tutorial del (la) estudiante Laﬁra Susana Villa
Garcia Torres, una vez leida y revisada la Tesis titulada “EFECTO DE LA
ASTAXANTINA EN LA DIFERENCIACION DE CELULAS TRONCALES DE PULPA
DENTAL Y MEDULA OSEA HACIA CELULAS B PANCREATICAS PRODUCTORAS
DE INSULINA™ aceptamos que la referida tesis revisada y corregida sea presentada por la
estudiante para aspirar al grado de Maestra en Ciencias en Innovacion Biotecnoldgica con

especialidad en Biotecnologia Médica y Farmacéutica durante el examen correspondiente.

Y para que asi conste firmamos la presente al dia 10 del mes de noviembre del afio 2017.

M. C. Flor Yohana Flores Herndndez Dr. Jorge ;avo Madrigal

Director de tesis/tutor académico Asesor/Asesora

Dra. Nahomy Marino Marmolejo Dra. Sanghamitra Kandhual

Co-director de tesis/tutor en planta Asesor/Asesora

Dr. Jorge Gaona Beltran

Co-director de tesis/tutor en planta



Director de tesis

M.C. Flor Yohana Flores Hernandez

Biotecnologia Médica y Farmacéutica

Centro de Investigacion y Asistencia en Disefio y Tecnologia del Estado de Jalisco, A.C

Co-director

Dra. Erika Nahomy Marino Marmolejo

Biotecnologia Médica y Farmacéutica

Centro de Investigacion y Asistencia en Disefio y Tecnologia del Estado de Jalisco, A.C.

Co-director

Dr. Jorge Gaona Bernal

Biotecnologia Médica y Farmacéutica

Centro de Investigacion y Asistencia en Disefio y Tecnologia del Estado de Jalisco, A.C

Asesor

Dr. Jorge Bravo Madrigal

Biotecnologia Médica y Farmacéutica

Centro de Investigacién y Asistencia en Disefio y Tecnologia del Estado de Jalisco, A.C

Asesora

Dra. Sanghamitra Kandhual

Biotecnologia Industrial

Centro de Investigacién y Asistencia en Disefio y Tecnologia del Estado de Jalisco, A.C

Jurado de Examen de Grado

Presidente

Dr. Jorge Bravo Madrigal

Biotecnologia Médica y Farmacéutica

Centro de Investigacion y Asistencia en Disefio y Tecnologia del Estado de Jalisco, A.C

Secretario

Dr. Luis Alberto Castillo Diaz

Biotecnologia Médica y Farmacéutica

Centro de Investigacion y Asistencia en Disefio y Tecnologia del Estado de Jalisco, A.C

Vocal

M.C. Flor Yohana Flores Hernandez

Biotecnologia Médica y Farmacéutica

Centro de Investigacion y Asistencia en Disefio y Tecnologia del Estado de Jalisco, A.C



La presente tesis de maestria se llevo a cabo gracias a la beca CONACYT
otorgada a la QFB. Laura Susana Vila Garcia Torres Reg. No.
Y al proyecto 233146, SS/IMSS/ISSTE-CONACYT.



AGRADECIMIENTOS

A Dios primeramente por la vida y la fuerza.

A Israel mi esposo por su apoyo, amor, comprension e impulso para continuar con
mis estudios.

A mis padres Susy y Gerardo, asi como a mis hermanos por su amor, apoyo
incondicional y su respaldo en todo momento.

A mi Directora de Tesis, M.C. Flor por su confianza, paciencia y respaldo.

A la Dra. Nahomy por su apoyo moral, cientifico y practico en la realizacion de
este trabajo.

Al Dr. Jorge Gaona por su paciencia, apoyo practico y asesoria en todo momento.

Al Dr. Jorge Bravo por sus valiosas aportaciones en asesoria para la realizacion
de esta tesis.

A la Dra. Mita por su apoyo y asesoria.

A cada una de las valiosas personas que me apoyaron y participaron conmigo en
la realizacion de este trabajo, Eli, Gleira y a todo el equipo de trabajo, gracias.



DEDICATORIA

A Dios primeramente por la vida.

A cada integrante de mi familia por su apoyo, comprensién y respaldo para
impulsarme a continuar con mis estudios alentandome en cada momento de
desesperacion.

A mi esposo Israel por su amor e impulso en esta etapa de preparacion, por
alentarme a desarrollar conocimiento en el &rea de las ciencias y apoyarme en
crecimiento profesional.

A cada integrante de mi comité tutorial, por sus valiosas aportaciones, su respaldo
y confianza.



RESUMEN

RESUMEN

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad crénica degenerativa definida como
un trastorno en la utilizacion de glucosa por una falta absoluta o relativa de
insulina. Se estima que 8.2% de la poblacion mexicana padece DM, significa que
existen de cinco a seis millones de personas con este padecimiento en nuestro

pais.

La principal terapia es la administracion de insulina exdgena, puesto que este
padecimiento se caracteriza por presentar dafio en las células B (beta) del
pancreas, la mayoria de personas que padecen DM requieren de la hormona para
regular sus niveles de glucosa sanguinea, sin embargo no es posible contar con
un control adecuado de la glucosa en el organismo puesto que es necesario que
las células B cumplan su funcion, es decir, excretar la cantidad de insulina precisa
y en el momento adecuado, ademas de ello y de que existen terapias alternativas
para controlar esta enfermedad asi como los hipoglucemiantes orales, el
trasplante total de pancreas en conjunto con el de rifién, se requiere de donadores
compatibles, cirugia mayor y hospitalizacion prolongada del paciente, por lo cual

en muchos casos estas terapias no tienen el alcance de curar la enfermedad.

Es por ello que se ha generado gran interés en la terapia celular, que consiste en
la busqueda de substitutos de células productoras de insulina, a través de
procesos de diferenciacion de células troncales mesenquimales para obtener
células productoras de insulina; sin embargo no se han encontrado protocolos que
ofrezcan una eficiencia suficiente en la obtencién de células B funcionales para
proveer células que produzcan insulina para reemplazo, actualmente el objetivo de
la investigacion en esta area esta dirigido a la busqueda de moléculas cuyo efecto
permita obtener un mayor rendimiento de células diferenciadas. Por otra parte, se
sabe gue la astaxantina es un carotenoide con alto potencial antioxidante, tiene la
capacidad de prevenir la oxidaciéon lipidica de las membranas celulares, se ha

reportado que tiene actividad inmunomoduladora, antiinflamatoria, entre otras, se
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conocen efectos protectores de las células 3 pancreaticas contra los niveles altos
de glucosa en el organismo y aumenta la respuesta para la produccion de insulina.
Otros estudios de interés han reportado que la astaxantina favorece la expresién
del gen NeuroD1, cuya funcién se relaciona a la formacion de células progenitoras
neuronales, en estudios de diferenciacion de células humanas pluripotentes
inducidas hacia progenitores neuronales se reporté que la astaxantina potencializa
la obtencion de esta estirpe celular. Por otra parte, se sabe que el gen NeuroD1 es
indispensable para la subsecuente expresion del gen Neurogenina3, cuya funcion

esta implicada en la funcidén endocrina de las células pancreaticas.

Por lo cual en este trabajo se probd el efecto de la astaxantina in vitro en un
protocolo de diferenciacion de células troncales de pulpa dental obtenidas de
cultivos primarios y de linea celular de médula 6sea hacia células B pancreaticas
productoras de insulina, con el fin de establecer procedimientos mas eficientes
para obtener células . Se observo que el tratamiento con la astaxantina antes y
durante la transicion secundaria del proceso de diferenciacion propicia que la
biomasa de células productoras de insulina obtenidas sea hasta tres veces mayor
gue las obtenidas colocando la astaxantina en otras etapas del proceso o sin ella,
ademas se observd que la produccién de insulina obtenida por las células ofrece

un rendimiento elevado.
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1. ANTECEDENTES
1.1. Diabetes Mellitus

1.1.1. Definicién

De acuerdo a la Organizaciéon Mundial de la Salud, la Diabetes Mellitus (DM) es
una enfermedad cronica degenerativa definida como un trastorno en la utilizacion
de la glucosa por una falta absoluta o relativa de la insulina o por la resistencia a la
accion periférica de esta hormona (ADA-OMS, 2014). La DM se describe como un
sindrome metabdlico caracterizado por la aparicion de hiperglucemia, este
padecimiento es de etiologia multifactorial. Las personas que padecen esta
enfermedad, tienen una mala calidad de vida e incrementan el riesgo de padecer
otras afecciones, como enfermedades cardiovasculares, enfermedad renal,
ceguera, infarto cerebral, por mencionar las principales (ADA-OMS, 2014; Tébar
M. et al., 2009).

1.1.2. Clasificacion y tipos de DM

La DM se ha clasificado principalmente en dos tipos:

Tipo 1: se presenta cuando el cuerpo no puede producir suficiente insulina, de
manera que se produce una citotoxicidad debido a las altas concentraciones de
glucosa en circulacion, por otra parte, se genera un ataque del sistema inmune en
donde las células T y los macréfagos se infiltran en los islotes de Langerhans y
secretan citocinas como IL-1, IFN-y y TNF—a (Olvera-Granados. et al., 2008). El
dafio inicia con una hiperplasia de las células pancreaticas inducida por citocinas,
puede estar mediada por los intermediarios de las especies reactivas de oxigeno,
como el O,, H,O, y HO—-, y por parte de las especies reactivas de nitrdgeno se
encuentra el NO, todo en conjunto, llevan a la célula a un estado oxidativo
posteriormente se pierde la capacidad para secretar insulina, produciendo en el
organismo un estado de glucotoxicidad debido a que esta alteracion provoca que
la célula B modifique su fenotipo por cambios en la expresion de proteinas como la
del transportador GLUTZ2, la glicerol fosfato deshidrogenasa (GFDH) y la piruvato

descarboxilasa, que se encargan de mantener el grado de especializacion de las
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células B. Estos procesos estimulan la activacion de genes apoptéticos y
proapoptoticos, de esta forma se autodestruyen las células 3 del individuo y es
posible que se desarrolle DM tipo 1. (Olvera-Granados. et al., 2008).

Por otra parte la DM tipo 2 es el tipo mas frecuente, el 90-95% de diabéticos es de
este tipo, se caracteriza por la presencia de resistencia a la accion periférica de la
insulina, secrecion de insulina insuficiente o ambas, es de etiologia multifactorial
con ausencia de destruccion autoinmune de células 3, se han encontrado algunos
factores genéticamente involucrados con el desarrollo de esta enfermedad, como
la obesidad y sindromes metabolicos de compuestos hidrocarbonados (Tébar M.
et al., 2009).

1.1.3. Epidemiologia

Debido a su constante incremento, actualmente la DM se considera un problema
de salud publica a nivel mundial. México tiene la mayor contribucién a la
mortalidad por diabetes del continente americano y una de las mas altas tasa de
mortalidad del mundo (Figura 1). El Instituto Nacional de Salud Publica
implement6 en el 2015 un estudio representativo de la Ciudad de México en el
cual encontré que 13.9% de la poblacién adulta tiene diabetes. Nuestro pais ocupa
el 6 lugar a nivel mundial en nimero de personas con diabetes, el 1°" lugar en
mortalidad en América Latina y el 3* lugar en el mundo, (PNS 2013-2018; OCDE
2016).
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Figura 1. Crecimiento de mortalidad por DM por cada 100,000 habitantes
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13.9% de la poblacién adulta tiene diabetes. Nuestro pais ocupa el 6" lugar a nivel mundial en nimero de personas con
diabetes.

En Meéxico, la mortalidad por diabetes mellitus se ha incrementado
constantemente desde 1998, llegando hasta las 94,029 defunciones en el 2014
(Figura 2), y se posicion6 como la causa ndmero uno de mortalidad a nivel
nacional, segun datos del Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Historia
(INEGI 2016) desde 2013. Estas cifras también indican ritmos de crecimiento muy
acelerados; por ejemplo, de 1998 a 2008 la cifra de muertes por esta enfermedad
casi se habia duplicado (OCDE 2016).
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Figura 2. Prospectiva de defunciones por DM en México (1992-2020).

De mantenerse constante la tasa de crecimiento de defunciones, en el afio 2020 habra aproximadamente 126,000 mil
muertes por diabetes mellitus, cifra cinco veces mayor que la registrada en 1990 (OCDE 2016).

Por otra parte, los costos econémicos asociados al tratamiento de la diabetes y
sus complicaciones representan una grave carga para los servicios de salud y
para los pacientes, el principal costo de la diabetes recae en el tratamiento de sus
complicaciones, como retinopatias, enfermedades cardiovasculares, neuropatia
diabética, entre otras. De manera aproximada el gasto de bolsillo dentro del
sistema nacional de salud en México es aproximadamente del 50%, por lo que
padecer diabetes se puede convertir en una presion financiera en el sistema
publico de salud. El costo anual para los hogares mexicanos con un paciente

diabético es en promedio $80,000.00 por persona al afio, por lo que se requieren
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aproximadamente 48 mil millones de pesos para el manejo de este padecimiento
(OCDE 2016).

El Instituto Mexicano para la competitividad A.C. (IMCO) calcula que a causa de la
diabetes cada afio se pierden un promedio de 312 horas laborales. En la figura 3

se muestran las proyecciones del costo del tratamiento de la diabetes.
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Figura 3. Proyecciones del costo del tratamiento de la diabetes en nuestro pais.

El costo de los tratamientos por paciente aumenta alrededor de un 10% al afio, el 90% de estos gastos recaen en el hogar
de la persona que padece DM (OCDE 2016).

El IMCO realiz6 una prospectiva del gasto ocasionado por una persona sin
seguridad social, y que, por el mal control de la diabetes, enfrenta complicaciones
derivadas, esta persona tendria que pagar $93,000 pesos al afio si es
diagnosticado con prediabetes, sin embargo, el costo aumenta cuando el paciente
tiene diabetes tipo 2 y complicaciones, ascendiendo a casi 2 millones de pesos al

afio por el tratamiento requerido (OCDE 2016).

Por ello nuevas alternativas que mejoren la posibilidad de diminuciéon de estas
cifras son un blanco de investigacién de interés, una de estas alternativas se basa
en la terapia celular, sin embargo, para comprender en qué consiste esta
posibilidad de tratamiento primeramente es indispensable conocer el

funcionamiento del organismo, en especifico el funcionamiento del pancreas y las
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células beta, las cuales son imprescindibles para la presencia de insulina en el

organismo.

1.2.Terapia celular en Diabetes mellitus.

La terapia celular es la restauracion de d6rganos y tejidos dafiados como
consecuencia de lesiones traumaticas o enfermedades cronico-degenerativas
mediante la utilizacién de células madre para el reemplazo celular y tisular, se han
utilizado células pluripotentes en enfermedades cardiovasculares, Parkinson y
Diabetes mellitus entre otras (Champeris S et al.,, 2010; Mata-Miranda et al.,
2014).

El propésito de este tipo de terapia es reemplazar células dafiadas por células
funcionales. En el caso particular de la Diabetes, la generacion de las células B a
partir de células madre humanas in vitro puede ser una fuente renovable por
células de reemplazo que restituyan la funcién normal de los tejidos u 6rganos de
forma mas eficiente que a través de terapias convencionales como son los
trasplantes, las terapias farmacologicas y los tratamientos con proteinas
recombinantes (Mata-Miranda et al., 2014), ya que estos tratamientos no han
mostrado la suficiente eficacia y rentabilidad que mejore las condiciones de salud
de la poblacion diabética (Schiesser V. y Wells M. 2014) y aunque ya se han
obtenido células B in vitro a partir de células madre humanas, no se ha encontrado
un rendimiento basto en la produccién de insulina, para ser propuestas como
candidatas en terapia celular (Schiesser V. y Wells M. 2014; Masthan K. et al.,
2013) por lo que el objetivo de los estudios de diferenciacion que se han llevado a
cabo ha sido identificar como los nuevos enfoques podrian utilizarse para mejorar
el rendimiento y la funcionalidad de las células B pancreaticas obtenidas in vitro
(Schiesser V. y Wells M. 2014).
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1.3. Pancreas y Células
1.3.1. Pancreas

El pancreas es el 6rgano encargado de la produccién de insulina por las células
beta que se encuentran en los islotes de Langerhans, por lo general cualquier
clase de anomalia en la funcionalidad de éste Organo se relaciona con el
desarrollo de DM. Este 6rgano se encuentra situado detras del estomago en el
abdomen y se inserta en el duodeno (figura 4); es una glandula mixta compuesta
por tejido endocrino y exocrino.

En el exocrino se encuentran las células acinares que secretan el jugo pancreatico
que contiene enzimas para la descomposicién de las proteinas, carbohidratos y
lipidos, el jugo pancreatico se transporta a través de una red de conductos que
liberan el jugo en el duodeno; por otro lado el tejido enddcrino esta formado por
grupos de células, llamadas islotes de Langerhans, que contienen cinco tipos de
células: las células a (alfa) son productoras de glucagén representan el 20%, las
células B (beta) productoras de insulina representan el 70%, las células & (delta)
producen somatostatina representan entre 5 a 10%, las células productoras de
PP (polipéptido pancreatico) y células productoras de grelina que juntas
representan el 2% de la poblacién celular. En el pancreas se encuentran
aproximadamente un millén de islotes de Langerhans distribuidos por toda la
glandula y rodeados por una abundante red capilar (Sastre. J et al., 2005).
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Figura 4. Ubicacion del pdncreas en la cavidad abdominal.

El estdmago se ilustra con la linea punteada y el duodeno se muestra como una vista en corte. El pancreas esta situado en la
regidn superior y posterior izquierda del abdomen. Las células que lo conforman estdn clasificadas en acinares y células
enddcrinas (Tomado de Ping S., Wang y A. Sander. M, 2013).
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Los dos tipos de tejidos se agrupan formando I6bulos macroscépicamente visibles
y separados entre si por septos de tejido conjuntivo que contienen vasos

sanguineos, linfaticos y nervios (Sastre. J et al., 2005).

1.3.2. Organogénesis del pancreas endécrino y factores de

transcripcion que lo regulan.

Como ya se menciond, las células B del pancreas se encuentran en los islotes de
Langerhans dispuestas en agregados celulares endocrinos, su principal funcion es

la secrecion de la hormona insulina (D'’Amour., et al., 2006).

La formacion del brote pancreatico dorsal es regulada por sefales extrinsecas a
partir de células endoteliales. Las yemas pancreaticas (dorsal y ventral) se
desarrollan a partir de las regiones del endodermo del intestino anterior que se
encuentran en contacto directo con el endotelio de la aorta dorsal y las venas,

respectivamente (D'Amour., et al., 2006).

La expansion y diferenciacion de los precursores endodérmicos hacia los distintos
linajes pancreéticos son el resultado de una secuencia altamente regulada de
sefales extracelulares y de cambios en programas de expresion génica; Dichos
cambios son dirigidos por una cascada de factores de transcripcion cuyas
activaciones e inactivaciones coordinadas permiten la progresion del precursor

pluripotente hacia la célula pancreatica diferenciada. (Gasa R. 2009).

Entre los primeros factores de transcripcion que marcan la formacion de la region
dorsal y ventral son Pdx1l (homeobox pancreatico y duodenal), Ptfla (factor de
transcripcion especifico pancreatico 1a), Sox9, GATA4/6, FoxAl/2 (proteina Aly 2
de Fox), tcf2, Onecut-1/2 (gen de un corte), Hesl, Proxl y Mnx1; se expresan
también en el dominio pre-pancreatico, pero su expresion se presenta de manera

tardia en todo el intestino anterior y tejido endodérmico (Gittes et al., 2009, Pan &
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Wright., 2011; Seymour y Sander; 2011). Estos factores de transcripcion son
vitales en el proceso de organogénesis pancreatica, esto se demuestra en los
ratones que carecen de cualquiera de estos factores muestran diversos grados de
hipoplasia 0 agenesia del pancreas; sin embargo, todavia muestran brotes de
pancreas, lo que indica que la ausencia de un solo factor no evita completamente

la iniciacion de la formacion de este 6rgano (Seymour y Sander; 2011).

Las interacciones del mesénquima son importantes para el crecimiento
pancreatico temprano, sin embargo, recientemente se han comenzado a entender
como las sefales mesenquimales pueden controlar el crecimiento del pancreas
temprano (Rai S., et al., 2013). La via mejor entendida que transmite las sefiales
pro-proliferativas del mesénquima al epitelio es la sefializacion de la ruta FGF,
durante la transicion primaria, FGF10 es altamente expresado en el mesénquima
del pancreas, mientras que su receptor FGFR2 se expresa en todo el epitelio
(Seymour et al. 2012b). FGF10 estimula la proliferacion de células progenitoras y
es necesario para el crecimiento inicial de las yemas de pancreas (Baumgartner,
B., et al., 2014).

Poco después de la transicion primaria, las yemas de pancreas incipientes alin no
han adquirido la morfologia macroscopica y estructural caracteristicos del 6rgano
maduro, ni han formado los tipos de células diferenciadas necesarias para sus
funciones. En cambio, estan compuestas casi en su totalidad de las células

progenitoras multipotentes (Hung Ping., et al., 2013).

La maduracion de estas yemas es un proceso de varios pasos. Durante este
tiempo, el érgano en desarrollo continta creciendo rapidamente, al mismo tiempo,
el epitelio pancreético sufre cambios estructurales dinamicos, lo que resulta en
multiples brotes salientes que forman los bordes. Estas estructuras, se
caracterizan por la expresion de Ptfla, c-Myc (protooncogén MYC) y Cpa, que
estan presentes en los dominios de la seccion de la punta del pancreas; por el
contrario, las células internas que representan el dominio del tronco se identifican
por la expresion de Nkx6.1/6.2 (gen homeobox 6.1 y 6.2), Sox9, TCF2 (factor de
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transcripcion 2), Onecut-1, Prox1, Hesl, Is-1 (ISL LIM homeobox 1), Pax6, (Par
duodenal 6), Nng3 (Neurogenina 3), Glut2 (Familia de transportadores de soluto 2
miembro 2) e Ins (gen Insulina) las principales funciones de estos genes se
describen en la tabla 1 (Hung Ping., et al., 2013).

Tabla 1. Principales funciones de los factores de transcripcion indispensables para la maduracion
de las células beta.

NOMBRE FUNCION

La proteina codificada por este gen es un activador de la transcripcion de varios genes,
incluyendo la insulina, la somatostatina, la glucoquinasa, polipéptido amiloide de los islotes,
Pdx-1 y transportador de glucosa tipo 2. La proteina codificada en el nucleo esta implicada en el
desarrollo temprano del pancreas y juega un papel importante en regulacion de la glucosa
dependiente de la expresion de gen de la insulina.

Este gen codifica un miembro de la familia / homeodominio LIM de factores de
transcripcion. La proteina codificada se une a la regién potenciadora del gen de la insulina,
entre otros, y puede desempefiar un papel importante en la regulacion de la expresiéon del
gen de insulina. La proteina codificada es fundamental para el desarrollo de los linajes de
células pancredticas y también puede ser necesaria para la generacion de las neuronas
motoras.

Isl-1; Islet-1

Este gen codifica una proteina que contiene un dominio de bases apareadas que se une al
ADN vy funcionan como un regulador de la transcripcién durante las primeras etapas del
Pax 6 desarrollo del padncreas y se limita a los subconjuntos celulares del linaje endocrino. Pax6,
se puede detectar durante el desarrollo del pancreas, se expresa en todas las células
endocrinas.

La proteina codificada por este gen es un factor de transcripcién hélice-bucle-hélice basico
(bHLH) que participan en la neurogénesis. La proteina codificada probablemente actua
Ngn3 como un heterodimero con otra proteina bHLH. Los defectos en este gen son una de las
causas de la malabsorcién congénita 4. En el desarrollo pancreatico sus niveles relativos
pueden determinar si una célula progenitora adoptara la identidad endocrina.

Este gen codifica una glicoproteina de membrana integral plasmatica del higado, las células
beta de los islotes, el intestino, y el epitelio renal. La proteina codificada facilitd el
Glut2; transporte bidireccional de glucosa. Debido a su baja afinidad por la glucosa, se ha sugerido
SLC2A2 como un sensor de glucosa. Las mutaciones en este gen estdn asociadas con la
susceptibilidad a enfermedades, incluyendo el sindrome de Fanconi-Bickel y diabetes
mellitus no insulino-dependiente (NIDDM).

Después de la eliminacion del precursor del péptido sefial, la proinsulina se escinde después
de la traduccion en tres péptidos: la cadena B y A de la cadena de péptidos, que estan
vinculados covalentemente a través de dos enlaces disulfuro para formar la insulina y
péptido C. La union de la insulina al receptor de insulina (INSR) estimula la captacion de
glucosa. Una multitud de alelos mutantes con efectos fenotipicos han sido identificados.
Hay un gen lectura a través, INS-IGF2, que se solapa con este gen en la region 5'y con el gen
IGF2 en la regidén 3'. Resultado de splicing alternativo en multiples variantes de la
transcripcion.

Ins

Tomado de la base de Datos NCBI; enero 2017.
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Cuando los factores de transcripcion endodérmicos como Pdx1l se expresan, la
molécula de sefalizacion extracelular Sonic hedgehog es reprimida, esto permite
que las futuras células pancreaticas tomen un cause hacia la formacion de
endodermo pre pancreatico y no intestinal. Mientras tanto Ptfl se requiere para la
especificacion del pancreas ventral, mientras que el factor de transcripcion HLXB9

(Gen Hb9 pancreatico), se requiere para la especificacion del pancreas dorsal.

Tanto células exocrinas y células endocrinas del pancreas se derivan de un
pufiado de células endodérmicas que expresan Pdx1l (Desgraz R., et al., 2009) y
Ptfla, asi

como Hes1, gen llamado protodiferenciador de progenitores pancreéticos (tabla 1)
(Deutsch G., et al., 2001). La importancia de Pdx-1 en el desarrollo pancreatico ha
sido confirmada en estudios recientes de linaje celular que han demostrado que
todas las células pancreaticas derivan de células positivas para Pdx-1. La
expresion de Pdx-1 y Hb9 decae después del dia 10.5 pero vuelve a reaparecer

en las células B ya diferenciadas (Gasa R. 2009).

La expresion de estos factores de transcripcion lleva a cabo cambios morfol6gicos
gue marcan el inicio de una compleja secuencia de reordenamientos celulares
(Villasefior et al. 2010), resultando en la maduracion de la estructura del 6rgano.
La seccion del tronco pancreatico da lugar predominantemente a los linajes de
células endocrinas y células ductales, mientras que las puntas estan restringidas a

un destino acinar (Deutsch G., et al., 2001).

Los factores de transcripcion Nkx6.1/6.2 y Pdx-1 actian como reguladores
maestros durante este proceso. Estos factores se co-expresan inicialmente en los
progenitores pancreaticos, sin embargo, mantienen sus dominios o regiones de
expresion las cuales se presentan totalmente durante la formacion de la
compartimentacion de las secciones de la punta y el tronco; Nkx6.1/6.2
promueven la identidad del tronco y desvian células mesenquimales para la

formacion de la punta (Hung Ping et al., 2013).
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Mecanicamente, este proceso es iniciado por represion transcripcional entre
Nkx6.1 / 6.2 y Ptfla o Pdx-1 (Schaffer et al., 2013). Se sabe que los factores de
transcripcion del desarrollo pueden regular diferentes procesos dependiendo del
contexto celular. Los estudios genéticos han proporcionado informacion sobre las
vias de sefializacion que regulan la generacion de las secciones de la cabeza y el
tronco; la via de sefializacion de Notch juega un papel esencial en la promocion de
la identidad de las células que formaran el tronco pancreatico (Afelik et al. 2013).
Mientras que las células de la punta estan destinadas a convertirse en células
acinares, el dominio del tronco es bipotencial y produce células ductales y células

endocrinas (Kopinke et al. 2013, Kopp et al. 2011).

Después de que los dominios de la punta y el tronco del pancreas se han
separado, alrededor de los 12.5 dias, las células del tronco son sometidas a
cambios morfogenéticos para formar una red 3D de los tubulos revestidos por una
sola capa de células polarizadas (Villasefior et al., 2010).Las células epiteliales
forman una red de tubulos llamados conductos primitivos o cordones progenitores
y es el epitelio que da la altura de las células endocrinas pancreaticas (Kopp et al.
2011).

Durante la transicion secundaria, un subconjunto de células en los cordones
progenitores inician la expresion del factor de transcripcion Ngn3, que marca el
inicio de la diferenciacion de células endocrinas (Schwitzgebel et al. 2000).
Mientras que las células destinadas a un cause epitelial no expresan Ngn3 y
finalmente contribuyen a la formacion del arbol ductal. Por lo tanto, se requiere de
un control preciso de la expresion de Ngn3 ya que este es el factor clave para el
equilibrio de la diferenciacion endocrina frente a la decision del destino celular
ductal (Beucher et al. 2012).

A diferencia del desarrollo de las células ductales, la diferenciacion endocrina se

ha estudiado impulsado por la esperanza de que tal conocimiento pueda ayudar a
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implementar una terapia celular al obtener células  de reemplazo como terapia

para la diabetes.

En diversos estudios se han dilucidado factores de transcripcion que también
controlan el desarrollo ductal, como Sox9, HNF1B, Glis3 (Dedo de zinc de la
familia GLIS 3) y Onecut-1, son necesarios para la induccién de la expresién de
Ngn3 (Seymour et al. 2008a, Jiang 2011), lo que indica que las funciones de estos
factores estan presentes en el desarrollo de ambos linajes. Sin embargo,
solamente se expresa Ngn3 en un subconjunto de las células dentro de los
conductos primitivos, lo que plantea la cuestion de que su expresion se encuentra
reprimida en la mayoria de las células ductales embrionarias. La evidencia
bioquimica y genética sugiere que el factor de transcripcion Hesl juega un papel
importante en la represidon de la transcripcion de Ngn3 y actda evitando la
activacion generalizada de dicho factor de transcripcion (Ahnfelt-Ronne et al.
2012).

En los progenitores enddécrinos la sefializacién de Notch esta reprimida; al reducir
la actividad de Notch, se promueve la expresion de Sox9, lo que permite la
activacion de Ngn3, de este modo, se lleva a cabo la activacion selectiva de Ngn3
y los cordones progenitores adquieren diferentes niveles de actividad de Notch
(Desgraz y Herrera 2009). Las células que expresan Ngn3, son encaminadas a
formar precursores enddcrinos, es decir, formaran cinco grupos de células
diferentes, células beta, alfa, delta, células productoras de péptido C y células

productoras de grelina (Desgraz y Herrera 2009).

Se sabe que en el desarrollo de cada tipo celular existe una competencia de
precursores endocrinos para producir estos diferentes tipos de células y ésta

competencia se controla temporalmente por la via de Notch (Jiang J. 2007).

Se han realizado estudios de diferenciacion in vitro donde se ha observado que los

precursores endocrinos Ngn3+ pueden diferenciarse en células productoras de
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hormonas, es decir, precursores endocrinos y estos son sometidos a cambios
dindmicos en la expresion génica, lo que resulta en la activacion de la
transcripcion de Ngn3 dependiente de factores como: PAx4, Arx, RFX6, NeuroD1,
Pax6, Isll, y IA2 entre otros; estos genes controlan muchos aspectos del
desarrollo endocrino, incluyendo la diferenciacion celular, el mantenimiento de
células especializadas, y controlan la identidad celular para formar islotes
pancreaticos posteriormente (Figura 5.); NeuroD1/BETA2 es una diana directa de
Ngn3 y comparte con su activador la capacidad de promover el destino endocrino

en ambientes permisivos (Mfopou, J. et al., 2010; Millman, J. et al.,2016).
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Figura 5. Factores transcripcionales importantes en el desarrollo de la célula beta pancredtica
(Tomado de Pan & Wright 2011).

Se muestran las transiciones de maduracién de las células beta pancreaticas que se efectUan de manera natural y
ordenada en el desarrollo embrionario, sin embargo, se sabe que cualquier alteracidn en la expresion de la cascada génica
puede propiciar padecimientos crénicos.

También los factores Nkx2.2 y Nkx6.1 juegan un papel relevante en la
determinacion del linaje beta. Animales “knock-out” para Nkx2.2 no tienen células
positivas para insulina, sin embargo, tienen células endocrinas con otros
marcadores de células B y expresan la hormona grelina. La ausencia de Nkx6.1,
por su parte, es la causa de que no se produzca neogénesis de células 3 durante

la transicion secundaria (Gasa R. 2009).
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Las células beta maduras derivan de células que nunca expresaron glucagon, y
viceversa. El conjunto de datos disponibles hasta el momento sugiere que la
decision sobre el subtipo endocrino se toma en etapas iniciales del proceso de
diferenciacion y antes de la expresion de hormonas. El modelo vigente establece
gue la accion concertada de distintos factores de transcripcion, que funcionan en
paralelo con Ngn3 o por debajo de la misma, es la responsable de determinacion
de linaje endocrino especifico. Asi, Pax4 y Arx son necesarios para la
especificacion de los linajes beta y alfa, respectivamente. La ausencia simultanea
de los dos factores resulta en la pérdida total de células B y a y en el aumento de
células d (Gasa R. 2009).

El desarrollo de los linajes endocrinos especializados esta dado de manera
altamente regulada por la expresion de factores de transcripcion que otorgan la
capacidad supervivencia o estimulacion de la proliferacion celular durante su
desarrollo, esta clase de factores de transcripcion también les permiten a las
células ser capaces de producir una sola hormona especifica a cada tipo celular,
los primeros en la cascada son: NeuroD, Is-1 INMS-1, y RFX-6. Estos genes son
blancos directos de Ngn3 (Pan y Wrihgt 2011).

Por otra parte los genes de la familia Nkx (6.1 y 6.2) tienen un papel importantes
ya que se ha estudiado que en ratones genoanulados para este factor de
transcripcion, se reduce la cantidad de células Ngn3+, por lo cual se cree que Nkx
actla antes de Ngn3, estos estudios también proponen que los Nkx también
promueven la especificacion de cada tipo celular, se ha postulado que Nkx6.1

afecta el niumero de células progenitoras enddcrinas (Pan y Wrihgt 2011).

Los factores de transcripcion que se activan después son denominados, factores
de asignacion de linaje enddécrino especifico, como son NKX2.2, Pax4, Arx, y Pdx1
(Pan y Wrihgt 2011).
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La expresion de Pdx-1 ademas de su papel en la derivacion inicial de las células
primitivas formadoras de tejido pancratico, es también requerido para la
especializacion de las células 3, la eliminacion de este gen conduce a una
disminucién de la poblacion de células B, y ayuda a promover el desarrollo en
proporciones adecuadas de los distintos subtipos enddécrinos (Pan y Wrihgt 2011).
Por dltimo, son necesarios los denominados factores de maduracion, estos
controlan aspectos posteriores a la especificacion fisioldgica. Estos genes incluyen
la insulina, Pdx1, GLUT2, Nkx6.1, SLC30A8 (transportador de zinc) y G6pc2
(glucosa-6-fosfatasa subunidad catalitica de proteinas 2) (Hung P., et al., 2013).

1.4.C¢élulas troncales

Las células madre o también llamadas troncales (SC, del inglés stem cells), son
células autorrenovables y capaces de generar uno o mas tipos de células
diferenciadas y cuando reciben estimulos especificos pueden dividirse
indefinidamente. La diferenciacion de estas células puede dar como resultado una
poblacion con caracteristicas morfolégicas y funcionales estables (Tébar Masso et

al., 2009) logrando obtener células especializadas.

Las SC se han clasificado en tres grupos por su potencial de diferenciacion en
totipotenciales (embrionarias), pluripotenciales, y multipotenciales (adultas), dentro
del grupo de células troncales mesenquimales adultas, las células provenientes de
origen hematopoyéticas han sido las mas estudiadas desde los afios 50’s, y en la
actualidad se ha incursionado en la investigacion sobre células troncales
provenientes de otros tejidos. Las células troncales mesenquimales fueron
denominadas asi por provenir del estroma medular, sin embargo, aunque se han
aislado de distintos tejidos como adiposo, cordon umbilical, pulpa dental, entre
otros, por poseer caracteristicas fenotipicas similares se han denominado dentro
de este grupo (Mata-Miranda M et al., 2014; Gimeno L et al., 2011; Gonzalez A et
al., 2012);
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Se sabe que pueden ser utilizadas como herramientas en la investigacion de
nuevos farmacos o en el desarrollo de terapia celular y medicina regenerativa
(Takeuchi H. et al., 2014).

1.4.1. Células troncales mesenquimales de pulpa dental y médula

Osea.

Las células troncales de pulpa dental y médula 6sea se clasifican dentro de las
células madre mesenquimales adultas (CMM), denominadas asi por y por su
capacidad adherente es facil hacer una expansidn en cultivo para inducir
diferenciacion con distintos estimulos hacia un linaje determinado (Arévalo-
Romero et al., 2007).

Los progenitores mesenquimales son un grupo de células madre adultas que
fueron caracterizadas por primera vez por Friedenstein en 1960, quien las aislo de
médula 6sea y las describié como células adherentes de morfologia fibroblastoide
gue pueden ser utilizadas para diferenciarse a condrocitos, adipocitos, osteocitos
entre otros linajes, las células aisladas fueron inicialmente denominadas como

mecanocitos estromales o unidades formadoras de colonias de fibroblastos.

En la década de los 80’s varios grupos de investigacion se dieron a la tarea de
caracterizar las células aisladas de médula 6sea capaz de originar el estroma
medular, hueso y cartilago, durante esta etapa los investigadores en la biologia de
las células troncales mesenquimales, demostraron que las células de médula ésea
contienen progenitores de fibroblastos, que podian ser trasplantados junto con las
células hematopoyéticas y afilos mas tarde, en 1987, se desarrollaron
metodologias que permitian cultivar y trasplantar células mesenquimales humanas

provenientes de médula 6sea (Arévalo-Romero et al., 2007).

Asi, las células troncales de médula 6sea fueron las primeras en utilizarse como
terapias celulares exitosas (Rai S. et al., 2015), por ejemplo, los trasplantes de

medula 0sea, ya que en ella se encuentran células madre hematopoyéticas;
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ademas, la médula Osea es la principal fuente de aislamiento de CMM (Arévalo-
Romero et al., 2007; Pérez, J. et al., 2007).

Las células troncales de pulpa dental (DPSCs por sus siglas en inglés) son células
mesenquimales adultas que se caracterizan por tener alta capacidad proliferativa y
plasticidad; se encuentran principalmente en las crestas y en la camara pulpar
dental, y bajo estimulos especificos, pueden diferenciarse hacia distintos tipos de
células que pueden incluir adipocitos, condrocitos, neuronas y tejido vascular

cardiaco entre otros (Gioventu. S et al., 2012).

Las DPSCs se pueden encontrar tanto en adultos como en nifios, disminuyendo
en numero a mayor edad del individuo; en el humano existen 20 piezas
temporales y 32 permanentes de las cuales pueden aprovecharse la presencia de
DPSCs minimizando los conflictos éticos que otras fuentes de células troncales
pueden causar como por ejemplo las células madre embrionarias. Las DPSCs son
faciles de colectar, sin causar ningun efecto secundario al paciente debido a que
las extracciones dentales son consideradas un procedimiento de cirugia menor en
el caso de las personas adultas, mientras que en el caso de los menores las
piezas dentales temporales empiezan a caerse después de los cinco afios por lo

que son faciles de recolectar (Gioventu. S et al., 2012).

Las células madre de pulpa dental humana se han obtenido por métodos basados
en diversos experimentos e investigaciones, (Aljamie M 2016) entre ellos
encontramos el reportado por Raoof y colaboradores en el afio 2014 (Raoof, M.
2014), el aislamiento y cultivo de las DPSCs se realiz6 mediante disgregacion
enzimatica del tejido, ellos reportaron que estos cultivos crecieron en medio
esencial minimo (MEM) suplementado con 20% de suero bovino fetal (FBS) a
37°C con 5% de CO2 y 90% de humedad en la incubadora de CO,, (Aljamie M
2016; Raoof, M. 2014).
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Por otra parte, Lin y colaboradores (Aljamie M 2016; Lin, S.L., 2015) en el mismo
afo reportaron otro método de aislamiento en el que las células madre de la pulpa
dental humana fueron extraidas de piezas dentales, se congelan y después se
almacenan a -196°C en tanque de nitrégeno liquido durante 24 h. Durante la
congelacion, las células se suspendieron en medio de cultivo que contenia 10% de
dimetilsulféxido (DMSO), los resultados reportados sobre esta metodologia fueron
que cuando el medio de congelacibn no contenia DMSO las tasas de
supervivencia de DPSCs aumentaba una vez que se descongelaban y se
cultivaban nuevamente (Aljamie M 2016; Raoof, M. 2014).

Dos afios atras, Gioventu y colaboradores (Aljamie M. 2016; Gioventu S. 2012)
reportaron una metodologia en la que estudiaron 4 dientes humanos enteros, que
criopreservaron haciendo micro canales en el diente con la ayuda de rayo laser
para ser almacenados a -80°C. Este método ahorra tiempo en el aislamiento de
células madre de pulpa dental antes de la crio preservacion y por lo tanto reduce

los costos iniciales y la carga de trabajo del procesado de las piezas dentales.

Para verificar la identidad de las células aisladas, se realizan usualmente técnicas
de seleccién clonal, como la citometria de flujo, detectando poblaciones celulares
en funcion de los marcadores de superficie acoplados a fluorocromos (Arévalo-
Romero et al., 2007).

La Sociedad Internacional de Terapia Celular o ISCT por sus siglas en inglés
(Internacional Society Cellular Therapy) propuso desde el 2006 que las CMM
deberian expresar los marcadores CD73, CD90 y CD105; el conjunto de estos
marcadores es una caracteristica de células indiferenciadas, se espera que la
poblacion de células troncales mesenquimales expresen estos marcadores al
menos en un 95% y ausencia de antigenos hematopoyéticos como CD34, CDA45,
marcadores de monocitos, macréfagos y linfocitos B, menor a un 2% (Arévalo-
Romero et al., 2007).
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Es por esto que para la deteccion de DPSCs asi como CMM de médula 6sea
pueden realizarse estudios con anticuerpos marcados con fluoresceina dirigidos
contra sus antigenos de superficie; por lo tanto, se requiere la determinacion de
varios marcadores en las mismas, ya que suelen confundirse morfolégicamente
con otras células de apariencia similar; un ejemplo de ello es que se han realizado
estudios donde se ha encontrado que las células madre mesenquimales derivadas
de las crestas neurales o células del mesodermo forman parte de las células que
contribuyen a la formacion y desarrollo de células dentales, timo y células
mesenquimales de la médula 6sea desde la etapa fetal a la etapa adulta, por lo
que se sabe que las CMM se encuentran en tejidos de diferentes origenes, pero

poseen propiedades similares en cada érgano (Pérez, J et al., 2007).

Por otra parte, la ISCT menciona que las células troncales mesenquimales deben
contar con el potencial de diferenciarse hacia linajes celulares especificos de las
tres distintas capas germinales, mesodermo, endodermo y ectodermo, para probar
la capacidad de la célula troncal aislada en cultivo primario de diferenciarse hacia
osteoblastos (linaje proveniente de ectodermo), adipocitos (linaje proveniente de
mesodermo) y condroblastos (linaje meso-endodérmico) y estas diferenciaciones

pueden ser corroboradas a través de tinciones (Yukiya K et al., 2012).

Recientemente se han encontrado marcadores adicionales que se han
considerado caracteristicos de células troncales mesenquimales puesto que se
han encontrado en conjunto con una presencia superior al 95%, tales como
STRO-1 y CD-44, por lo que se han incluido a la lista de caracteristicas que
describen el fenotipo de una célula troncal mesenquimal para su identificacion
(Masthan. K. et al., 2013).

1.5.Moléculas de diferenciacion en modelos in vitro para la formacién de

células beta.

Existen moléculas que juegan un papel importante en cada etapa de

diferenciacién de las células B; se han utilizado en diversos protocolos para
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provocar la diferenciacion dirigida de células pluripotentes a células que sean

capaces de suplir la necesidad de la produccion de insulina (Shih, H., et al., 2013).

Se sabe que las células troncales mesenquimales pueden transdiferenciarse hacia
células beta, utilizando diversas proteinas, moléculas y factores de crecimiento
entre otros, por ejemplo, pequefias moléculas como CHIR99021 y grandes
moléculas como Activina A, EGF, FGF etc. El estudio para comprender las
funciones especificas de cada una de estas moléculas tienen por objetivo el
obtener protocolos eficientes en la diferenciacion celular; con ellos se puede lograr
una diferenciacion por etapas en el orden siguiente: endodermo pancreético
definitivo, desarrollo de progenitores pancreaticos o endocrinos y el desarrollo de
las células beta maduras, cada etapa se caracteriza por la expresion de diversos
factores de transcripcion, apegandose al desarrollo pancreéatico embrionario
natural (Shih, H., et al., 2013).

1.5.1. Activina A

Es una citocina no glicosilada que pertenece a la familia TGF 8 y esta activamente
involucrada en varios procesos biologicos, incluyendo la reparacion de heridas, la

hematopoyesis y diferenciacion (Woodruff, T.K et al 1995).

Debido a sus propiedades Unicas, activina A juega importantes roles funcionales
en diversos sistemas biolégicos; estas funciones incluyen la diferenciacion
pancreatica, mesodérmica, neuronal, eritroide y de células de la pituitaria. Se ha
considerado el uso sistémico de activina A para el desarrollo pancreatico, lo que
implica especificamente la formacion de endodermo definitivo (Totsuka et al.,
1988; Bilezikjian L., et al., 1990).

Activina A es un homodimero de dos subunidades beta y alfa que normalmente

no se expresa en la fase de gastrulacién del embrién.
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La funcién especifica de la activina A se muestra en su especificacion de la linea
primitiva de la region anterior del meso-endodermo en una etapa inicial, cuando
las células son cultivadas en presencia de Wnt3a y FGF2 (Rezania A., et al.,
2011).

La activina induce la expresion de sefiales a través del mismo complejo receptor
que nodal, ésta es una proteina morfogénica 6sea que se expresa en altos niveles
en el nodo. Varios investigadores trataron de mejorar la produccion de insulina
usando activina A junto con Wnt3a, afladiendo ambas al medio de cultivo de
hESCs (células troncales embrionarias humanas) y encontraron una mejor
formacién del estado meso-endodérmico durante la primera etapa de la
diferenciacion del pancreas (D'Amour et al., 2006).

La funcion de la activina A en el protocolo de diferenciacién que se llevo a cabo es
promover la sefalizacion requerida para la formacion de células meso-
endodérmicas (D'Amour et al., 2006).

Las moléculas que aumentan la produccion de insulina son buscadas mediante un
continuo cribado de moléculas que puedan constituir un complemento de activina
A durante la induccion de endodermo. Por otra parte, se sabe que activina A, junto
con la adicion de acido retinoico, promueve la expresion del gen PDX1 en mas del
70% de las células en cultivo. Otro punto de interés en esta molécula es en el
desarrollo de protocolos que se han centrado en la induccion de endodermo (Jiang
Jetal., 2007; Cai J. et al., 2010).

El foco de la investigacion se ha desplazado en gran medida al desarrollo de un
protocolo altamente eficiente y escalonado para dirigir la diferenciacion de
pancreas utilizando una combinacion de activina A y algunas otras moléculas para
inducir la formacion endodermo definitivo. La exposicién sostenida de las SC a

altos niveles de activina A induce la formacion endodermo (Zhang D., et al., 2009).
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Se ha concluido que la activina A juega un papel importante en la formacion de
endodermo y sera util para la ingenieria de células troncales (Norrman K et al.,
2013).

1.5.2. Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF).

FGF regula la diferenciacion, la migracién y la promocién de la proliferacion
durante el desarrollo embrionario (Bottcher R. et al.,, 2005). La concentracion
optima de FGF, combinada con la de otras moléculas, no sélo conduce a la
diferenciacion, también aumenta el nimero de células troncales que se diferencian
a células 3 (Ornitz et al., 1996).

FGF promueve una relacion estrecha entre el desarrollo del pancreas y otros
organos, como el higado, tiroides y pulmén. Las sefiales de FGF desde el
mesodermo cardiaco a la raiz ventral promueven el crecimiento del higado,
mientras que para la activacion del destino pancreatico en etapas posteriores a la
formacion de células meso endodérmicas pancreaticas es necesario la ausencia
de FGF-2. Para lograr la especializacion de los progenitores pre pancreaticos, el
efecto de FGF sélo es insuficiente, pero la adicién de una concentracion 6ptima de
FGF junto con un inhibidor del desarrollo hepatico puede ofrecer resultados en la
diferenciacion del pancreas. Sin embargo, aunque FGF juega un papel vital en la
formacion de pancreas, la funciéon de la via de sefalizacion no se entiende
completamente. Existen dieciocho FGFs diferentes que se expresan e influencian
los diversos factores de crecimiento implicados en la regulacién del crecimiento de

la célula pancreética (Hart A. et al., 2003; Yamaoka T et al., 2002).

La falta de FGFs en el medio de cultivo afecta fuertemente la diferenciacion en el
tejido pancreatico de las células troncales. La expresion del factor de transcripcion
PDX1 disminuye cuando las vias de sefializacién de FGFR y MAPK son inhibidas
(Angelis, D., et al 1999; Hart A., et al., 2003).
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FGF2 regula la especificacion de células pluripotentes embrionarias derivadas de
diferentes linajes del intestino anterior en una concentracion dependiente de la
expresion de esta molécula y de forma temporal. La especificacion del endodermo
del intestino medio se completa durante la diferenciacion de érganos en niveles
altos de FGF2. A bajas concentraciones de FGF2, la formacion del higado se
promueve, mientras que, a concentraciones mas altas, FGF2 reprime la expresion
PDX1 y promueve la formacién de pulmon. Por otro lado, la diferenciacion de
pancreas es promovida so6lo por la adicion de niveles éptimos de FGF. En
ausencia de la sefializacion de FGFR, la expresion de PDX1 es drasticamente
afectada (Arman E., et al., 1998).

Los niveles intermedios de FGF pueden impulsar la expresion del factor de
transcripcion tales como PDX1 y Nkx6.1 (Chiang M., et al., 2003).

El FGF10 tiene un efecto significativo sobre la diferenciacion de las MSC en
pancreas. Por lo que se ha concluido que las células deben exponerse a
concentraciones adecuadas de FGF para obtener buenos resultados en la
diferenciacion (Norgaard G., et al., 2003; Nakanishi, M., & Hamazaki., 2007).

1.5.3. CHIR99021

Es un arilimidazol eficaz inhibidor de la GSK-3B (Glucogeno sintasa quinasa 3b).
En pacientes diabéticos reduce rapidamente los niveles de glucosa en sangre. Por
otra parte, en modelos de roedores se ha observado que mejora el transporte de
glucosa, asi como propiciar la activacion en el masculo esquelético resistente a la

insulina de ratas diabéticas tipo 2 (Kramer T. et al., 2012).

La inhibicion de GSK-3 también promueve la auto-renovacion de las células madre
tanto de ratbn como humanas. La autorrenovacion es favorecida por la inhibicion
de GSK-3 ya que se ha reportado que probablemente regula vias como Wnt /B-
catenina o PI-3K, al utilizar CHII99021 se estimula la auto-renovacion de células

madre. Al mismo tiempo, la B-catenina aumenta su estabilidad por la inhibicion de
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la GSK-3, y refuerza la pluripotencia de las células a través de un mecanismo que

aun debe dilucidarse (Kramer T. et al., 2012).

En lineas de células madre embrionarias de raton se ha reportado que CHIR99021
estimula la auto-renovacion de las células a través de la estimulacion de la
expresion de multiples factores rio abajo tales como b-catenina y c-Myc, aunque
estos datos no excluyen la posibilidad de que otras vias de sefializacion puedan
estar contribuyendo a la auto-renovacion de estas células (Ye S., et al., 2012).

1.5.4. Dorsomorfina

La dorsomorfina se ha reconocido por su potencial para inducir la dorsalizacion en
embriones del pez cebra, asi como para inhibir las Smad, éstas son proteinas que
constituyen funciones a nivel celular como segundos mensajeros propagando
sefales intracelulares que se traducen a sefiales extracelulares con la
participacion de ligandos del factor de crecimiento transformante dirigiéndose a los
receptores de BMP tipo | ALK1, -2, -3y -6 (Horbelt D. et al., 2015).

La molécula dorsomorfina contiene en su estructura en grupo central de pirazolo-
pirimidina. Es un promotor eficaz en la miogénesis funcional llevada a cabo in vitro
en células C2C12 y células de mioblastos esqueléticos humanos (Horbelt D. et al.,
2015).

Se sabe que en la diferenciacién de células primaria de mioblastos de humano un
pretratamiento con dorsomorfina en una dosis de 0.5uM bloquea eficazmente las
Smad2/3 inducida por la fosforilacion de GDF8 (factor de crecimiento y
diferenciacion- 8). La dorsomorfina inhibe selectivamente la via de las BMP’s en
los receptores de tipo | ALK2, ALK3 y ALKG6 y por lo tanto bloquea SMADL1 / 5/8
mediada por BMP (Yu, P., et al., 2009).

Fosforilacion, transcripcion génica diana y diferenciacion osteogénica son los
efectos de la dorsomorfina es incluso mas potente que el de moléculas utilizadas
como bloqueadores de las Smad, asi como SB431542 (Horbelt D., et al., 2015).
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En la diferenciacion de células madre a células beta es importante el uso de
blogueadores de las Smad para guiar a la célula a la formacién de endodermo
definitivo de tipo pancreatico, de no bloquearse estas vias las células pueden

formar linajes ectodérmicos y tubo intestinal primitivo.
1.5.5. Forskolina.

La forskolina (FSK) es un activador de la adenilato ciclasa, inhibe, en sistemas de
expresion heterolégos, canales de potasio (K+) independientemente de la sintesis
de adenosin monofosfato (AMPc). Este Ultimo se sabe que se ve incrementado por
la accién de la adenilato ciclasa, siendo un segundo mensajero por excelencia en
la sefalizacion intracelular y en la modulacion de procesos fisiolégicos (Seamon,
K. 1983).

Los canales de K* son parte fundamental en la repolarizacion de potenciales de
accion en sistemas excitables y el bloqueo de estos canales i6nicos pueden
ocasionar aumento o decremento de la excitabilidad celular, esto se traduciria en
un aumento o disminucién en el nimero de potenciales de accion generados por
un estimulo dado, es decir, en cantidades de estimulos dados para provocar la
actividad de una célula funcional segun su especializacion (Seamon, K. 1981).

La FSK puede activar la adenilato ciclasa directamente sin interferir con receptores
hormonales o proteinas reguladoras de nucleétidos de guanina, esto lo convierte
en un agente Unico ya que la activacion que propicia es rapida y reversible, puesto
que también tiene la capacidad de activar la adenilato ciclasa en células intactas,
es decir, sin dafiar membranas, dando lugar a aumentos de la actividad

intracelular (Seamon, K. 1981).

La funcion de la FSK en la diferenciacion de células madre a células beta es
propiciar la excitabilidad de la célula a los sistemas de potencial de membrana
para la adquisicion de la capacidad de excrecidbn de hormonas al exterior de la
célula, puesto que el intercambio de iones es un requisito esencial para que la

célula beta excrete granulos de insulina (Seamon, K., 1981).
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1.5.6. Nicotinamida

Los efectos de la nicotinamida a diferentes dosis se han estudiado en células
pancreaticas endocrinas de feto humano y de adulto, se ha reportado que el
tratamiento con nicotinamida a 10mM da lugar a generar una carga al triple del
contenido de insulina contenida en las células. Esto se asocié con el desarrollo de
células ft-1 positivas, es decir, células en diferenciacion destinadas a la formacion
de células de tipo enddcrinas (Otonkoski, T., 1993).

Se ha informado que las dosis medias-maximas con efectos mitogénicos son de 5
a 10 mM, respectivamente. Se han tratado con nicotinamida células en
diferenciacion para la formacion de Islotes y se ha observado que las células
responden a la estimulacién con glucosa en un aumento bifasico de la liberacién
de insulina mientras que las células control no respondian a la glucosa (Otonkoski,
T., 1993; Schwitzgebel, V., et al., 2000).

Estos reportes indican que la nicotinamida induce la diferenciacién y maduracion
de las células de los islotes pancreaticos fetales (Otonkoski, T., 1993;
Schwitzgebel, V., et al., 2000).

Por otra parte, se sabe que el tratamiento in vivo con nicotinamida previene el
desarrollo de diabetes en animales de experimentacion después de la

administracion de estreptozotocina y aloxano.

Este efecto se ha atribuido a la inhibicién de la enzima nuclear Poli (ADP-ribosa)
sintetasa que, si se activa durante la reparacion del ADN, podria conducir a una
disminucion critica en el nivel de NAD de las células; sin embargo, otros
mecanismos que también propicia la nicotinamida son: la eliminacion de radicales
de oxigeno libres y la Inhibicién de la expresiéon de antigeno de clase Il de MHC en

las células de los islotes (Otonkoski, T., 1993).
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Se ha sugerido también que la nicotinamida posee un efecto estimulador sobre la
regeneracion de los islotes. Estas observaciones han promovido estudios clinicos
prospectivos que estan actualmente en curso (Huotari, M et al., 1998).

1.5.7. Acido retinoico (AR)

Los retinoides juegan un importante papel como reguladores fisioldgicos de un
gran numero de procesos biolégicos, como desarrollo embrionario, vision,

reproduccion, diferenciacion, proliferacion y apoptosis.

El RA produce una parada de la proliferacion en la fase G1 del ciclo celular. La
detencion del crecimiento es debida a un incremento de los niveles de p27 y una

inhibicion de cinasas dependientes de ciclinas (CDKs) (Lane, M. y Biley S., 2005).

Los heteromeros RAR-RXR en presencia de &cido retinoico, parece que reprimen
la actividad de AP-1 (Jun/Fos) Fos y Jun son proteinas del componente AP-1 que
a niveles elevados regulan negativamente la sefal de los retinoides, esto implica
que las células activen cambios de fenotipo y asi comiencen un proceso de
diferenciacion. AP-1 regula gran cantidad de genes que aumentan la proliferacion
celular. Por el contrario, los retinoides generalmente inhiben la proliferacion celular
e inducen la diferenciacion. Por tanto, se piensa que la interaccién entre AP-1y
RAR-RXR provoca en las células un cambio de fenotipo proliferativo a
diferenciado (Altucci 2001).

Otra conexion entre receptores nucleares y otras rutas de sefializacion se produce
por la fosforilacion de los propios receptores. De este modo multiples cinasas
activadas por sefiales extracelulares como las MAPKs, afectan la actividad de
ciertos receptores nucleares y se desencadenan cascadas de sefalizacion que

beneficie la diferenciacion celular (Masi, S 2016).
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1.5.8. Noggina.

La noggina es una proteina secretada por la nodal, actia como un inhibidor de las
BMPs a su receptor. El papel de la noggina en la diferenciacién adn es un objeto

de estudio en humanos (Rifas, L. 2007).

La inhibicion de las BMP’s por noggina promueve el desarrollo pancreéatico en una
etapa posterior de la diferenciacion del endodermo pancreético. La expresion de
noggina junto con FGF y acido retinoico promueve la induccién de PDX1 y otros

factores de transcripcion, tales como FOXA2, HNF6 y SOX9.

La adiciébn de noggina promueve la formacion del pancreas porque suprime la
expresion de factores de transcripcion que dan origen a la formacion del higado (s.
(Kumar, S. 2014).

1.5.9. IGFy GLP-1.

IGF, asi como GLP-1 entre otros factores de crecimiento, son factores importantes
utilizados en el medio de diferenciacién de células 3. Se sabe que promueven
significativamente la expansion de progenitores pancreaticos aumentando el

namero de células positivas a PDX1 hasta tres veces mas.

Algunos investigadores optan por utlizar combinaciones de factores de
crecimiento; por ejemplo, HGF o EGF solo, otros casos usan EGF mas IGF, y IGF
con HGF; puesto que estos factores estimulan o promueven la diferenciacion de

células B durante la formacién de progenitores pancreaticos (Kumar, S. 2014).

1.5.10. Taurina

La taurina (acido 2-aminoetanosulfonico) es un aminoacido que se expresa
durante el desarrollo de los recién nacidos, especialmente en el cerebro, conforme
el desarrollo progresa, los niveles disminuyen. Se sabe que, en modelos
experimentales con ratones, la taurina altera el desarrollo de los islotes, ademas la

administracion de taurina durante el desarrollo temprano en el ratén provoca un
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aumento en el numero y tamafio de los islotes pancreaticos, sin afectar la porcion
exocrina del 6rgano, cuando se estudid las hormonas insulina, glucagén, y la
somatostatina en el pancreas de estos ratones, se encontrd un aumento

significativo en los niveles de las tres (L’Amoreaux, W., et al., 2010).

El proceso bioquimico por el cual la taurina ejerce sus funciones a menudo no es
bien conocido, existe una larga lista de enfermedades ligadas a una deficiencia de
taurina o a algun defecto en las vias de sefializacion en las que participa. Un
ejemplo es la diabetes mellitus, la taurina desempefia un papel importante en el
proceso de la superacion de la resistencia a la insulina y otros factores de riesgo

en el caso de modelos murinos diabéticos.

Por otra parte, se ha demostrado que la administracion de taurina previene la
microangiopatia inducida por glucosa alta, es decir, la apoptosis de células
endoteliales vasculares y en ratas alimentadas con fructosa, se ha encontrado que
restaura las actividades enzimaticas metabolizadoras de glucosa y mejora la
sensibilidad a la insulina modificando los post-receptores de la accion de la
insulina (Ripps, H., & Shen, W.2012).

1.5.11. Induccidn génica de las moléculas de diferenciacion.

El descubrimiento de las sefales necesarias para la formacién del pancreas de
manera normal ha permitido encontrar aplicaciones practicas para el desarrollo de
protocolos de diferenciacion in vitro dirigidos al uso de células troncales, en los
cuales se utilizan factores de induccion como RA (acido retinoico), inhibidores de
Shh (Sonic hedhgehog) y BMP (Proteinas morfogénicas Oseas) para inducir la
identidad de pancreas in vitro (D'Amour., et al., 2006). La identificacién de estos
factores y de las relaciones existentes entre ellos es indispensable para llegar a

comprender los procesos que culminan en la formacién de las células del islote

La notocorda es una columna de células que se forma a partir del nédulo primitivo,
ésta ejerce una funcion inductora para la formacién del sistema nervioso central,
emite sefales para la formacion de endodermo definitivo, entre otras, emite

sefales que reprimen la expresién de Sonic Hedgehog (Shh) en el endodermo
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pre-pancreatico dorsal, por lo cual es importante en la formacion de las células j3,
asi constituye un pre-requisito para la expresion de Pdx-1, el cual es un marcador
especifico de los progenitores enddcrinos pancreaticos con los que se inicia la
formacion de las células beta (Olvera-Granados et al., 2008; Nostro M. et al.,
2015).

La activina-b perteneciente a la familia de TGFb (factor de crecimiento
transformante beta) y el FGF2 (factor de crecimiento de fibroblastos 2) son dos de
las moléculas secretadas por la notocorda y mediadoras de dicho efecto, ademas
de colaborar en la ruta de sefializacion para la expresion de los factores que guian
la correcta formacion del pancreas como SOX-17, FOXA-2 y CXCR4 (Olvera-
Granados et al., 2008a).

Se han realizado estudios in vitro con células humanas pluripotentes inducidas
expuestas a Activina A (que es una molécula analoga a la activina-b) y se ha
reportado que se obtiene un efecto potenciador en la expresion de los marcadores
pancreaticos SOX-17 y FOXA-2 ya que se reporta que el 37.3 +-8.5% del total de
las células los expresaron, pero al combinar la Activina A con el factor Wnt3 se
incrementd dicho valor hasta un 59.7 6+- 8.6% en la expresion de los marcadores
genéticos celulares pancreaticos (Takeuchi H., et al., 2014; Kunisada Y., et al.,
2012).

Continuando con la formacién del pancreas, una vez iniciada la formacioén de los
primordios pancreaticos, la proliferacion y morfogénesis del epitelio pancreatico
depende de sefiales procedentes del mesénquima circundante, estas sefiales son
determinantes para establecer la proporcion de tejido exocrino y endocrino del

pancreas (Bouwens L et al., 2005).

Cuando se activa Pdx-1, regula junto con el factor de crecimiento fibroblastico la
sensibilidad a la glucosa, expresando el transportador Glut2 y los procesos de

conversion de la proinsulina; estos procesos pueden ser estimulados mediante la
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aplicacion de factores como CHIR99021 el cual es un glucdégeno-sintasa cinasa
(GSK3-b) que actuan de forma especifica promoviendo la expresion de Pdx-1
(Takeuchi H. et al., 2014).

La expresion del trasportador Glut2 va aumentando después del nacimiento,
contrariamente con las células ductales, en donde disminuye. Pdx-1 promueve la
diferenciacion de las células madre embrionarias humanas (CMEH) hacia células
endocrinas y exocrinas bajo el control del factor Foxa2 (Olvera-Granados et al.,
2008a; Bouwens L. 2005).

Pdx-1 se une al promotor de insulina junto con los factores de transcripcion Pax4 y
Nkx2.2, permitiendo asi la expresion de insulina expresando Pdx-11, se ha
reportado que la estimulacion de las células madre pluripotentes con Noggin o
dorsomorfina, que son inhibidores de la proteina morfogénica 6sea (BMP),
potencializan la sefializacion junto con el 4cido retinoico y factor de crecimiento de
fibroblastos FGF-10 e inducen a las células a expresar Pdx-11 en un 5.1% mas, a

partir del endodermo definitivo formado (Kunisada Y. et al., 2012).

La combinacion de forskolina, dexametasona, AIk5 inhibidor Il y nicotinamida,
aumentan la expresiéon de INS, GCG y marcadores endocrinos pancreaticos
necesarios para que las células beta produzcan insulina, incluyendo Ngn3,
NKX2.2, PAX4 y NeuroD1, factores que culminan con la formacion de las células

beta pancreaticas en la cascada de sefializacion (Takeuchi H. et al., 2014).

1.6. Astaxantina

La astaxantina (3,3'-dihidroxi-, B'-caroteno-4,4'-diona) es un carotenoide xantofilo,
contenido en Haematococcus pluvialis, Zofingiensis spp, Chlorella spp,
Chlorococcum spp y Phaffia rhodozyma, se acumula hasta el 3,8% en el peso

seco en H. pluvialis (Ranga Rao et al., 2014).
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Este carotenoide tiene una estructura molecular con presencia de grupos
hidroxilos y ceto (Figura. 6) en donde los restos de cada anillo inona son los
responsables de su actividad antioxidante, su estructura molecular le permite
permanecer tanto dentro como fuera de las membranas celulares, en forma de
monodiéster puede aumentar la actividad biologica para ser absorbida facilmente;
ademas previene la oxidacién lipidica y actia como antiinflamatorio, tiene
propiedades antitumorales, disminuye la mutagénesis y la carcinogénesis
mediante la inhibicion del dafio oxidativo a las células (Ranga Rao et al., 2014).
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Figura 6. Estructura molecular de la astaxantina (3,3'-dihidroxi-8, 8'-caroteno-4,4'"-diona).

Investigaciones con modelos animales han comprobado que la astaxantina mejora
la sensibilidad a la insulina y el metabolismo de la glucosa en una dieta con una

alta cantidad de grasa y fructosa.

El aumento a la sensibilidad a la insulina esta causado por la reduccién del estrés
oxidativo y la inflamacion, pero también por medio de la activacion de IRS, P13K,
PKB (sustratos del receptor de insulina, fosfotidilinositol 3-quinasa, proteinas
quinasa), la ruta de sefalizacion del higado y los musculos estriados (Ranga Rao
et al., 2014).

El uso de suplementos con astaxantina disminuyen el riesgo de que la resistencia
a la insulina conduzca a la Diabetes mellitus tipo Il gracias a su alto potencial
antioxidante ya que protege las células beta del pancreas del dafio causado por el
estrés oxidativo y la inflamacidon causada por el alto nivel de glucosa a
consecuencia de la resistencia a la insulina, ademas de proteger a las nefronas de

los rinones del dafio producido por la glucosa, se ha reportado que las dosis

32



ANTECEDENTES

administradas en humanos van desde 2 a 40 mg de astaxantina (Bhuvaneswari S
2012).

En ratones db/db diabéticos por induccidén con estreptozotocina se reportd que la
astaxantina actuaba protegiendo a las células [ pancreaticas contra la toxicidad

del alto contenido de glucosa en plasma (Bhuvaneswari S., 2014).

Otros estudios de interés hacen referencia a la utilidad de astaxantina como
potenciador en el incremento de la proliferacion de progenitores neuronales
obtenidos a partir de células madre pluripotentes adultas, se reporté que una dosis
de 10 ng/mL induce a los progenitores neurales a proliferar en una expansion casi
por lo doble que el indice observado en los progenitores neurales que no habian
sido estimulados con astaxantina, se observdé gque la astaxantina induce la

expresion del gen NeuroD (Jeon-Hwan K et al., 2010).

Por otra parte, en estudios del desarrollo embriolégico pancreéatico, se ha
reportado que el gen NeuroD en el caso del desarrollo de las células beta
pancreaticas es una diana de Ngn3 (Uchiyama, K., et al., 2002), por lo que
inferimos que la expresion de éste podria beneficiar el desarrollo de células beta

pancreaticas.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se estima que 8.2% de la poblacion mexicana padece DM, significa que existen
de cinco a seis millones de personas con DM en nuestro pais (ADA 2014). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) prevé que esta enfermedad se convierta
en la séptima causa mundial de muerte para el afio 2030, ademas esta situada
dentro de las principales causas de hospitalizacion y enfermedad que consume el
mayor porcentaje del gasto de nuestras instituciones publicas, por tal es
considerada una enfermedad prioritaria en el plan nacional de salud (INEGI 2013;
PNS 2013-2018).

Aunque existen terapias alternativas para controlar la enfermedad, como la
administracion de insulina exdgena, asi como el trasplante total de pancreas en
conjunto con el de rifion, se requiere de donadores compatibles, cirugia mayor y
hospitalizacion prolongada del paciente, por lo cual en muchos casos no es
posible encontrar en estas terapias alternativas, la capacidad de curar esta

enfermedad.

Es por ello que se ha generado gran interés en la terapia celular con la basqueda
de substitutos de células productoras de insulina; sin embargo no se han
encontrado protocolos con eficiencia suficiente en la obtencion de células B
funcionales; por otra parte se sabe que la astaxantina es un carotenoide con alto
potencial antioxidante, tiene la capacidad de prevenir la oxidacion lipidica de las
membranas celulares, se ha reportado que tiene actividad hepatoprotectora,
inmunomoduladora, antiinflamatoria, anticancerigena y antidiabética, ademas, se
conocen efectos protectores de las células beta pancreaticas contra los niveles
altos de glucosa en el organismo y aumenta la respuesta para la producciéon de
insulina, se sabe que la astaxantina promueve la expresidn de genes que
participan en la diferenciacion de linajes neuronales como Ngn3 y Neuro D, genes
de interés en este trabajo debido a su participacion en la maduracién de linajes

enddcrinos pancreaticos. Por todo lo descrito anteriormente, en este trabajo se
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

pretende probar el efecto de la astaxantina in vitro como factor de estimulacion en
el proceso de diferenciacién de células troncales de pulpa dental obtenidas de
cultivos primarios y de linea celular de médula 6sea hacia células 3 pancreaticas
productoras de insulina, y asi establecer protocolos estandarizados que permitan

obtener células 3 en la biomasa suficiente.
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JUSTIFICACION

3. JUSTIFICACION

La astaxantina es un compuesto con alta actividad antioxidante, con la capacidad
de inducir genes que participan en la diferenciacion de células de tipo neuronales,
tales como Ngn3 y NeuroD, estos genes también participan en la cascada de
expresion hacia la formacion de células pancreéticas enddocrinas, por lo que a
través del proceso de diferenciacion propiciado por el disefio de un protocolo de
diferenciacion de células troncales mesenquimales a productoras de insulina se
pretende incorporar la astaxantina para favorecer la expresion de insulina debido
al efecto sobre la induccion génica antes mencionada y su alto potencial

antioxidante.

La incorporaciéon de la astaxantina in vitro en el protocolo disefiado para la
diferenciacion hacia células productoras de insulina surge como una alternativa en
la busqueda y evaluacion de nuevas moléculas que pudieran ampliar la posibilidad
de obtener un mayor rendimiento en la produccién de insulina de las células
obtenidas por diferenciacién celular in vitro con la finalidad futura de desarrollar
nuevas estrategias terapéuticas para el desarrollo de terapia de reemplazo celular
con prospectivas de aplicacion en el caso de la diabetes mellitus.

Puesto que la tasa de personas con DM crece aceleradamente en nuestro pais
posicionandose como tercer lugar a nivel mundial en nimero de pacientes con
este padecimiento y siendo la DM una de las primeras causas de muerte, resulta
apremiante la busqueda e investigacion de moléculas y terapias que ofrezcan un

control sobre esta enfermedad.

Sin embargo, hasta el momento no existe evidencia cientifica que demuestre el
efecto que la astaxantina pudiera tener sobre la produccion de insulina in vitro u
obtencién de biomasa celular funcional, es decir, la obtencion de células  que, al
recibir un estimulo de glucosa, cuenten con la capacidad de excretar insulina

funcional.
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JUSTIFICACION

Por lo que, en el presente trabajo, se evalu6é el protocolo de diferenciacion
disefiado y el efecto de la astaxantina sobre el mismo, partiendo de células
troncales mesenquimales provenientes de pulpa dental y de médula 6sea hacia la

diferenciacion a células productoras de insulina.
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HIPOTESIS

4. HIPOTESIS

La astaxantina tiene efecto como factor de estimulacion en el proceso de
diferenciacion de células troncales hacia células B pancreaticas productoras de

insulina.
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OBJETIVOS

5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar in vitro el efecto de la astaxantina en un protocolo de diferenciacion de

células troncales a 3 pancreaticas productoras de insulina.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Generar un procedimiento estandarizado para el aislamiento, cultivo y
conservacion de células troncales mesenquimales a partir de tejido pulpar

dental.

e Generar un protocolo de diferenciacion con la adicion de astaxantina.

e Confirmar la diferenciacién y la funcionalidad de las células obtenidas.
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6. METODOLOGIA

6.1. DISENO EXPERIMENTAL

Tipo de estudio

Experimental

Universo de estudio

Células troncales mesenquimales de pulpa dental y de médula 6sea diferenciadas
a células productoras de insulina.

Variables
Independientes:

e Tratamiento por etapas con las moléculas de diferenciacion sin la
astaxantina

e Tratamiento con astaxantina en la etapa 1 de la diferenciacion.

e Tratamiento con astaxantina en la etapa 2 de la diferenciacion.

e Tratamiento con astaxantina en pre-tratamiento y durante la etapa 2.

Dependientes:

e Expresion de los genes caracteristicos de cada etapa.
e Produccion de insulina intracelular.
e Excrecion de insulina al medio.

Aspectos éticos y legales.

Para la colecta de 6rganos dentarios se llevo a cabo el procedimiento de la Ley
General de Salud. El protocolo fue aprobado por el comité de ética del Hospital
Civil Dr. Juan I. Menchaca, ademas del comité de investigacion, se anexd un
comité de cirugia; el muestreo se realizé bajo consentimiento informado de los

pacientes.
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6.2.En la figura 7 se muestra el diagrama experimental, donde se ilustra el

proceso llevado a cabo.

Colecta de 6rganos
dentarios

Cultivo y expansion DPSCs y linea hMSC MO

¢ Caracterizacion: Andlisis de marcadores
CD73, CD90, CD105. Potencial de multi-
diferenciacion

Adipocitos
condroblastos
osteoblastos

RT-PCR

=2 \ ‘7 ,’.,'

7 St
Colecta de sobrenadantes

Andlisis de Insulina intracelular '

Andlisis estadistico

Prueba J-cuadrada de

. . Cuantificacion de insulina excretada al medio.
independencia

ELISA

Figura 7. Diagrama experimental.

El proceso comienza con la colecta de érganos dentarios, la generacion de protocolos de cultivo y
aislamiento de DPSC, posteriormente los procesos de diferenciacion y finalmente la confirmacion

de la identidad y funcionalidad de las células.
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6.3. MATERIAL Y METODOS
6.3.1. Linea de células troncales mesenquimales de médula 6sea

Se utilizaron células troncales mesenquimales provenientes de médula 6sea de la
casa ATCC (PCS-500-012 Lot. 63208778) correspondientes a un masculino
caucasico de 24 afos. Su morfologia es similar a la de los fibroblastos y son
células adherentes al plastico, el certificado de calidad de andlisis de marcadores

caracteristicos esté garantizado hasta el pase 10.
6.3.1.1. Cultivo y propagacion

Se partio de un vial de células de médula 6sea congeladas. Las células se
sembraron en frascos de cultivo con medio recomendado por la misma casa
comercial (Mesenchymal Stem Cell Basal Medium, ATCC PCS-500-03 -plus
Mesenchymal Stem Cell Growth Kit for Bone Marrow-derived MSCs ATCC PCS-
500-04). El cultivo se incubé a una temperatura constante de 37°C en una
atmésfera de CO, al 5% con humedad relativa. Cuando el cultivo llegd a una
confluencia entre el 70 a 80%, las células se desprendieron con Tripsina-EDTA al
0.005% (ATCC PCS -999-002) y se resembraron en nuevas botellas 5,000 células

por cm?, hasta lograr una expansion de la linea hasta el pase 4.

Las células se criopreservaron con medio basal recomendado con 7% DMSO

(ATCC-4-X) y se almacenaron en tanque con nitrégeno liquido.

6.3.2. Obtencioén de 6rganos dentarios.

Las piezas dentales fueron obtenidas por donacion bajo consentimiento informado
de los pacientes del area de cirugia maxilofacial del OPD (Organismo Publico
Descentralizado)., Dr. Juan I. Menchaca, en donde se realizo la extraccion de las
piezas dentales, por cirujanos del mismo departamento, al ser obtenidas se
colocaron en tubos cénicos de 15mL los cuales contenian 3mL de medio RPMI-
1640 (R7348 Sigma-Aldrich) adicionado con 5% de DMSO (ATCC-4-X), 10% de
albumina humana 10%SFB, 100U/ml penicilina, 100mg/mL estreptomicina y

0.25mg/ml de anfotericina B. Las piezas se transportaron en cadena fria en hileras
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de unicel con geles refrigerantes y en caso de ser necesario se congelaron a -
80°C, en lo posible se procesaron en las primeras 12 horas después de la

extraccion.

6.3.3. Obtencion de las células de pulpa dental

Para la estandarizacion de los procesos de obtencion de células troncales se
utilizaron 30 muestras correspondientes a terceros molares.

En campana de flujo laminar, se procedi0 a descontaminar las piezas,
primeramente, se limpiaron con gasa con anfotericina-B 0.25mg/mL
posteriormente se colocaron en lodopovidona 8%, PBS (Solucion amortiguadora
de fosfatos) pH 7 con 100U/100mg/ml de Penicilina/Estreptomicina y finalmente en
Clorhexidina al 0.12%.

Para la obtencion de las células del interior del 6rgano dentario, se ingreso al

tejido pulpar, para esto se probaron dos metodologias:

1. Se perforaron los 6rganos dentarios desde la corona hasta llegar a la camara
pulpar utilizando una pieza de mano de uso odontologico de alta velocidad, para
hacer la apertura se perforé la corona del diente con una fresa nimero 8 de
carburo, posteriormente se utiliza una fresa del nimero 2 de carburo para hacer
comunicacién con la camara pulpar y por ultimo se utilizé6 una endo-Z para ampliar
la cavidad con la finalidad de tener un mejor acceso a la cAmara pulpar, cuando se

observaron épices inmaduros estos simplemente se retiraron con pinzas estériles.

2. Se corto el 6rgano dentario a tercio cervical dividiendo corona y raiz, utilizando
una pieza de mano de baja velocidad y un disco de diamante de doble vista con
mandril, irrigando con jeringa agua sobre la pieza para evitar el
sobrecalentamiento de la misma. Al llegar a la camara se retir0 el tejido pulpar
mecanicamente con la ayuda de pinzas, cucharillas para dentina y limas
hendstrom y flexo file, si se observaban restos de tejido se realizaban lavados con
DPBS (Dulbecco’s PBS) o con el medio de cultivo celular para obtener la mayor

cantidad de tejido. El tejido de los apices inmaduros asi como la pulpa dental se

43



METODOLOGIA

fraccionaron con bisturi y se colocaron en digestion agregando 1mL de tripsina al
0.005%, diluida en DPBS, la soluciébn se coloc6 en agitacion a 160 rpm a
temperatura regulada a 37°C por 20 minutos, vortex 1 minuto, 20 minutos en
agitacion 220rpm y un minuto en vortex nuevamente, esta suspension fue
centrifugada a 1500rpm por 5 minutos, se descartd el sobrenadante y se
resuspendio el boton celular en 5mL de medio aMEM adicionado con 10% de
SFB, 2mM de L-glutamina, 10UM L-&cido ascorbico 2-fosfato, 1% penicilina-
estreptomicina 100U/100mg/mL y 0.25mg/mL de anfotericina B.

Esta suspensiéon se colocé en botellas de cultivo de 25cm? ventiladas y se
observaron al microscopio invertido a las 24 horas posteriores y diariamente para
verificar que se encontrara libre de contaminacién, asi como monitorear si ya se
observaban células adheridas y el medio fue reemplazado cada 72 horas,
aproximadamente entre los 7 y 15 dias se comenzaron a ver las primeras células

en crecimiento en cimulos o rosetas con morfologia fibroblastica tipica.

Para el mantenimiento de los cultivos celulares se utiliz6 medio DMEM
suplementado con 10% SBF y 200mM de L-glutamina. Cuando las células se

expandieron se criopreservaron en viales con DMSO al 7%.

6.3.4. Caracterizacién del fenotipo de las células de pulpa dental

obtenidas.

6.3.4.1. Determinacion de la expresion receptores de membrana
especificos de células troncales.

Se realiz6 un andlisis por citometria de flujo para identificar los siguientes
marcadores de membrana: CD73, CD90, CD105 y adicionalmente CD44 (Becton
Dickinson Human MSC analysis kit cat. 562245) asi como la ausencia de
marcadores de tipo hematopoyéticos, se analizaron segun el marcaje plasmado en
la tabla 2.

Las células se retiraron de la botella de cultivo con tripsina 0.005%, se contaron en
camara de neubauer y se colocaron 500,000 células en 300uL de PBS/BSA 0.1%,
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se prepararon 9 micro tubos con las mismas proporciones. Las células se fijaron
con paraformaldehido frio al 4%, este se prepard de la siguiente forma: en 25mL
de PBS 2x, se disolvieron 2g de paraformaldehido en agitacion constante y en
placa de calentamiento a 55°C cuidando que la solucién no hierva, se agrego gota
a gota NaOH concentrado hasta lograr completa disolucion del paraformaldehido,

finalmente se afor6 a 50mL con PBS 1x y se almacené a 8°C.

La fijacion de las células se realiz6 de la siguiente manera: se realizé previamente
un lavado con PBS con BSA al 0.1% para retirarles el medio de cultivo, las células

se centrifugaron a 1500rpm durante 2 min.

Se retird el sobrenadante con micropipeta cuidando de no desprender el botén
celular, se les afadié 100uL de paraformaldehido al 4% frio y se colocaron en
agitacion constante a 120rpm durante 20 min. Una vez transcurrido este tiempo,
se afiadieron 900uL de PBS/BSA 0.1% con el fin de diluir el paraformaldehido, se
centrifugaron a 1500 rpm durante 2 min, se retird el sobrenadante y se prosiguio

con el marcaje con los anticuerpos como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Marcaje con anticuerpos.

Numero de tubo y anticuerpos Descripcién

correspondientes.

1. Células sin marca

2. Células con CD44 PE-Mouse anti-human

3. Células con CD73 APC-Mouse anti-human

4. Células con CD90 FITC-Mouse anti-human

5. Células con CD105 PerCP-Cy Mouse anti-human
6.Células marcadas con el cocktail de | CD90-FITC, CD105-PerCP-Cy,
marcadores hMSC. CD73-APC.

7. Control isotipo de cocktail h(MSC mlgG1,k- FITC, PERCP-Cy, APC
8. Células marcadas con el cocktail de | CD34-PE, CD11b-PE, CD19-PE,
marcadores de tipo hematopoyético. CD45PE, HLA-DR PE.

9. Control de isotipo de marcadores de tipo | migG1, k- PE y mlgG2a k-PE
hematopoyético.
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Se colocaron 5 pL de los anticuerpos individuales a cada tubo correspondiente y
se colocaron 10pL para los controles de isotipo, asi como para el cocktail positivo
y negativo, se incubaron durante 1 h (tabla 2), protegidos de la luz y en agitacion
constante a 90 rpm. Se realizd un lavado para retirar el exceso de anticuerpo, se
agrego 500uL de PBS/BSA 0.1% y se centrifugaron a 1500 rpm durante 2 min, se
retir6 el sobrenadante y se resuspendieron en 300uL de PBS/BSA 0.1%, se
procedio a analizar en el citbmetro Accuri C6 BD.

6.3.4.2. Potencial de diferenciacion multi-linaje de las células de la

pulpa dental.

Se realiz6 el cultivo de las células de pulpa dental en placas de seis pozos, se
colocaron un millon de células por cada uno. La diferenciacion hacia osteoblastos
(Cat. 417D-250 Stem cell), adipocitos (Cat. 811D-250 Stem cell) y condroblastos
(Cat. 411D-250 Stem cell) se realizé con medios formulados para dichos procesos,
las células se cultivaron con los respectivos medios de diferenciacion durante 24
dias. Para la confirmacion de los tipos de células obtenidas después del proceso,
se trabaj6 con tinciones como lo marca la sociedad internacional de terapia celular

para el aislamiento e identificacion de células troncales.

6.3.4.2.1. Tinciébn con rojo oleoso: confirmacién de la

diferenciacién hacia adipocitos.

El rojo oleoso se fija a las vacuolas lipidicas caracteristicas de los adipocitos,
la tincién se prepar6 de la siguiente manera: se pesaron 0.25¢g de rojo oleoso y se
colocaron en un tubo de 50mL, se agregé 50mL de isopropanol al 100% y se
mezclé por inversion, la mezcla en el tubo se cubrié con papel aluminio y se
incub6 a 56° durante 12h en bafio maria, posteriormente se aforé el volumen a
50mL con agua destilada y dos horas previas al ensayo, esta solucion se calenté a
60° y se mantuvo a esta temperatura durante dos horas, una vez transcurrido este

tiempo, se prosiguié a preparar la solucion de trabajo, tomando 6 volimenes de la
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solucion de rojo oleoso combinandolos con 4 volimenes de agua destilada, la
solucion de trabajo se filtré utilizando un poro de 0.22 pm.

Para la tincion, se retir6 el medio de cultivo de los pozos y se enjuagaron dos
veces con 300uL de PBS 1x, las células se fijaron con PFA al 4% durante 15 min,
se retird el PFA y se agregaron 500uL por pozo de PBS durante 1 min, se retir0
este PBS y después se agregaron 500uL por pozo de isopropanol al 60% en
solucién salina durante 15seg.

Se retird el isopropanol y se agregaron 500uL por pozo de la solucién de trabajo
de rojo oleoso y se dejo reposar durante 20 minutos. Se enjuagd dos veces con
500uL de PBS y se observo la placa al microscopio. Los adipocitos obtenidos
deben mostrar en el espacio citoplasmico vacuolas lipidicas tefiidas en color rojo o
marron, estas vacuolas son caracteristicas de este tipo de células, por otra parte,
si las células no se hubieran diferenciado no se observara coloracion al interior de

la célula.

6.3.4.2.2. Tinciobn con azul alciano: confirmacién de

condroblastos.

El azul alciano se fija a las fibras de colagena de la matriz extracelular producidas
por los condroblastos. El azul alciano (A5268 Sigma Aldrich) se preparé al 1% en
acido acético al 3%, se ajust6 el pH a 2.5 utilizando acido acético concentrado,
esta solucién se filtr6 en membrana de 0.22um y se dejé reposar durante 24h.

Se procedio a retirar el medio de cultivo de la placa, las células se fijaron con
etanol al 96% durante 20min, se lavaron con PBS 1x, se agreg0 &cido acético al
1% durante 5min, enseguida se lavaron con PBS y se colocé la solucion de azul
alciano durante 1h, posteriormente las células se lavaron con PBS y se
observaron al microscopio. Las células condroblasticas se caracterizan por
presentar fibras de colagena en la matriz extracelular, bajo esta tincion se
observan en color azul celeste, por otra parte, las células que no expresen estas

fibras no retendran el colorante.
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6.3.4.2.3. Tincion Von Kossa: confirmacion de osteoblastos.

La tincibn de Von Kossa tifie de color negro o marrén los depdsitos de calcio
producidos por los osteoblastos. Las células se enjuagaron dos veces con 250puL
por pozo agua destilada. Una vez realizados los dos lavados, se coloco por pozo
2mL de etanol frio al 70% durante 12 a 24h se colocé la placa en refrigeracion a -
20°C sin agitacion.

Posteriormente se retird el contenido de los pozos y se lavaron con agua destilada
o desionizada, luego se retir6 el agua.

Se afiadieron 500uL de solucién de nitrato de plata (227188 Sigma Aldrich) al 5%.
La placa se coloco en exposicién a luz UV a 120pJ/cm? durante 5 a 7 min hasta
que se comenzaron a visualizar depdsitos de calcio en color negro o marrén
oSscuro.

Posteriormente se retird el nitrato de plata y se coloc6 PBS, posteriormente se
observaron al microscopio. Las células obtenidas deben mostrar en el espacio
citoplasmico, depdsitos de calcio en forma de pequefias vacuolas que se tifien de
color negro cuando el nitrato de plata se fija al calcio, sin embargo, las células no

diferenciadas no retendran el colorante.

6.3.5. Proceso de diferenciacion a células productoras de insulina

El proceso de diferenciacion de células mesenquimales se llevo a cabo en placas
de 6 pozos con 500,000 células por pozo, en incubaciéon a 37°C, 95% humedad
relativa y 5% de CO,. Se llevé a cabo el mismo protocolo para las células de
médula 6sea, asi como las aisladas de pulpa dental. El proceso se realizé en tres

etapas o transiciones como se describe a continuacion:

Etapa 1: obtencion de células endodérmicas

Se coloco 1mL por pozo de medio basal de la casa comercial ATCC suplementado
de la forma recomendada para mantenimiento de hMSC al cual se le adicionaron
las siguientes moléculas: Activina A (SRP3003-1.-Sigma Aldrich) 100ng/mL vy
CHIR99021 (SML1046-Sigma Aldrich) 3uM y se incubaron durante 7 dias.
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Etapa 2: Obtencion de progenitores endocrinos.

Se realiz6 cambio de medio a la placa de cultivo por DMEM-F12 (D6421-Sigma
Aldrich), adicionado con las siguientes moléculas: bFGF (F0291-Sigma Aldrich)
4ng/mL, IGF (13769-Sigma Aldrich) 50ng/mL, Noggin (H6416-Sigma Aldrich)
100ng/mL, dorsomorfina (P5499-Sigma Aldrich) 1uM y Acido retinoico (R2625-

Sigma Aldrich) 2uM. Se incubaron por 7 dias.

Etapa 3: Obtencién de células B pancreaticas.

Se realiz6 cambio de medio a la placa de cultivo por DMEM-F12 adicionado con
las siguientes moléculas: Forscolina (F6886-Sigm Aldrich)10 uM, taurina (T8691-
Sigma Aldrich) 3uM, nicotinamida (N0636-Sigma Aldrich)10mM, GLP-1 (G3265-
Sigma Aldrich) 4ng/mL, Dexametasona (D4902-Sigma Aldrich) 10uM
suplemento B27 al 1%. Se incubaron por 7 dias.

Al término de cada etapa se colectaron sobrenadantes y las células para su
analisis.

Tratamientos con la astaxantina.

Los tratamientos con la astaxantina (SML0982-Sigma Aldrich) consistieron en la
dosis de 10ng/mL; que fue colocada en la formulacién del medio en la segunda
etapa de diferenciacién. Por otra parte, se prepard6 medio nombrado como medio
de pre-tratamiento que consisti6 en DMEM-F12 con Astaxantina 10ng/mL,
suplementado con 7% SBF y 200mM de L-glutamina (Tabla 3) estos tratamientos

se siguieron para el andlisis genético del proceso de diferenciacion.

Tabla 3. Se describen los grupos de tratamiento para la diferenciacion.

Grupo/cultivo Condicion Descripcion del proceso

1 Protocolo de diferenciacion Protocolo de diferenciacién sin astaxantina (Prueba
control testigo sin la molécula o tratamiento de referencia
TR)
2 Protocolo de diferenciacion con Se llevo a cabo el protocolo de diferenciacion en el
la astaxantina en el medio de la | cual se afiadid la astaxantina a 10ng/mL en el medio
segunda etapa de la etapa dos.
3 Protocolo de diferenciacién con Se llevé a cabo el protocolo de diferenciacion, al
medio de pre-tratamiento 24h terminar la primera etapa se les colocé medio de pre-
antes de la etapa dos, ademas | tratamiento durante 24h, posteriormente se prosiguié
la astaxantina se incluyé con el medio de la etapa dos donde se incluyé la
también en la segunda etapa. molécula astaxantina a 10ng/mL
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Grupo 1: células sin astaxantina o tratamiento de referencia (TR); grupo 2: células con astaxantina sélo en la
formulacion del medio dos, Grupo 3: pre-tratamiento de astaxantina y en la formulacion del medio dos.

6.3.6. Analisis de marcadores de membrana después del proceso de

diferenciacion.

Para corroborar el cambio de fenotipo de las células de troncales a diferenciadas
se realiz6 un andlisis por citometria de flujo para visualizar la disminucion de los
porcentajes de expresion en los marcadores de membrana: CD73, CD90, CD105 y
adicionalmente CD44 que inicialmente se analizaron como se describe en el
apartado para confirmar el efecto del proceso de diferenciacion (BD Human MSC
analysis kit cat. 562245).

6.3.7. Analisis de expresion de genes.
6.3.7.1. Extraccion de RNA total.

Al término de cada etapa de diferenciacién se colectaron las células para realizar
un andlisis por RT-PCR para rastrear la expresion de genes caracteristicos del
proceso.

Las células correspondientes a cada etapa fueron colectadas con el uso de
rastrillo celular, se colocaron en un crio vial que contenia 1mL de medio
DMEM/F12.

La extraccion de RNA se realizé utilizando un kit (RNeasy Mini Kit. Quiagen cat.
74104). Se utilizaron 1x10° células aproximadamente, se colocaron en tubos
eppendorf, se centrifugaron a 1500rpm durante 2 minutos para retirar el medio de
cultivo, se afadieron 350uL de buffer RLT y 350 uL de etanol grado BM al 70%, se
mezclo por pipeteo, los 700 pL totales se transfirieron a una columna de extraccion

ensamblada a un tubo de recoleccion, se centrifugaron durante 30seg a 8000g.

Posteriormente se descartd el flujo del tubo de recoleccion, se afiadio sobre la
membrana de la columna 700 pL de buffer RW1, se centrifugd durante 30seg a

8000g, se descarto el flujo de la columna, después se afiadié un volumen de 500
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uL de buffer RPE y nuevamente se centrifugd 30seg a 8000g, se afiadieron 500
pL de buffer RPE nuevamente y se centrifugaron 2 min a 8000g, posteriormente
se reemplazo el tubo de coleccion por uno nuevo y finalmente se colocé sobre la
membrana 30 pL de agua grado BM, se centrifugd durante 1 min A 8000g para

eluir el RNA de la columna.

6.3.7.2. Cuantificacién de RNA

Para determinar la concentracion de las muestras se cuantificaron en el
fluorbmetro Qubit 3.0, para esto se realizdé una curva de solucion de trabajo con
los estandares provistos por el kit RNA Assay Qubit Cat. 032852. Posteriormente
se tomd una muestra del extracto de RNA de 10uL y se colocé en 90 puL de
solucién de trabajo, se tomé la lectura y se procedié a realizar los calculos

correspondientes para tomar 50ng de RNA para la sintesis de cDNA.

6.3.7.3. Sintesis de cDNA

Una vez cuantificado el RNA, se realizaron los calculos necesarios para tener 50
ng de RNA para la sintesis de cDNA. Se utilizaron los componentes del kit Go
scrip reverse transcription system cat. A5001 lote 0000233110.

Se colocaron 50ng de RNA experimental con 1uyL de random primer y 1 pL de
agua libre de nucleasas, la mezcla se incub6 a 70°C durante 5 min, después se

colocé en hielo por 5 min y se centrifugé en spin 10 s.

Se preparo el mix de reaccion con la enzima go script reverse, a esta mezcla se le
adicioné la mezcla del RNA experimental, el volumen total fue de 20 pL, se incubd
a 25°C durante 5 min, y luego a 42°C durante 1h, finalmente para inactivar la
enzima se incubo6 a 70°C durante 15 min. La tabla 4 muestra las condiciones que
fueron programadas para la sintesis del cDNA en el termociclador marca Applied

Biosystems, Veriti 96 well Thermal Cycler.
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Etapa Temperatura Tiempo
Inicio 25°C 5 minutos
Extension 42 °C 60 minutos
Inactivacion de la enzima 70 °C 15 minutos
Enfriamiento 4 °C 0

Tabla 4. Condiciones de retrotranscripcion para la sintesis de cDNA.

6.3.7.4. Reaccion en cadenade la Polimerasa (PCR)

Se partio6 del cDNA sintetizado y se utilizé el termociclador marca Applied
Biosystems, Veriti 96 well Thermal Cycler.

Se utilizé el kit Promega Go Taq G2 Flexi DNA Polymerase cat. M7806. Se realizo
la mezcla de reaccion contemplando voliumenes totales de 12.5 L por reaccion.

En la tabla 5 se muestran las proporciones de los componentes del mix por
reaccion individual.

Tabla 5. Mix de PCR para una reaccion.

Componente Volumen (uL). |

5xBuffer Green 2.5

MgCl, 1.25
dNTP 0.25

Taq Polimerasa 0.0625
Iniciador F 0.5
Iniciador R 0.5
Muestra /Agua 2

Agua libre de nucleasas 5.43

En la tabla 6 y 7 se muestran las condiciones de la PCR para el analisis de los

genes de interés.

Gen ‘ TM Optima Tabla 6. Temperaturas optimas.

GAPDH 55 Temperatura

Glut2 55 Tabla 7. Condiciones de la PCR

Pdx-1 55 para el andlisis de los genes de Desnaturalizacion 95°C/2min 95°C/30599.
Ngn3 54 interés Alineacion TM’, 30seg, 35 ciclos
Is-1 55 Extension 72°C 1 min, final: 72°C 5min
Pax6 50 : Enfriamiento 4°C
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El gen enddgeno para normalizar el andlisis en todos los casos fue el GAPDH ya
que la expresion de éste gen permanece constante puesto que se regula con
proliferacion, activacion y diferenciacion celular. En la tabla 8 se muestran las

secuencias de las secuencias de los oligos utilizados.

Tabla 8. Secuencias de los oligos utilizados

Nombre Secuencia
F GTCCTGGAGGAGCCCAAC
PDX1 R GCAGTCCTGCTCAGGCTC
F GGTTTGTAACTTATGCCTAAG
GLuT2 R GCCTAGTTATGCATTGCAG
F GATTTCCCTATGTGTTGGTTGC
1 IR CTTCCACTGGGTTAGCCTGTAA
F CTCGAGGGTAGAAAAGGATGACGCCTC
Ngn3 R ACGCGTGAATGGGATTATGGGGTGGTG
. F AGCCTTTGTGAACCAAGACC
Insulina R GCTGGTAGAGGGAGCAGATG
F ATGAACAGTCAGCCAATGGG
Pax-6 R CACACCAGGGGAAATGAGTC

Posteriormente se corrieron geles de agarosa (A2576 Sigma Aldrich) al 1.5% en
buffer TAE (tris base, acido acético y EDTA), tefiidos con Gel Red (41003
Biotium), 80V durante 1h. Posteriormente se observaron en trasiluminador y se

capturaron fotografias de los mismos.

6.3.8. Analisis de produccion de insulina.
6.3.8.1. Insulinaintracelular.

Después de los procesos de diferenciacion, las células se desprendieron mediante
un raspado con ayuda de un rastrillo celular. Se colecto la suspension celular en

un micro-tubo de 1.5 mL de fondo cénico, se centrifugaron a 1500 rpm durante 5
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min, posteriormente se descart6é el sobrenadante y afiadio 100uL de solucion 1:1
de metanol: acetona, con la finalidad de fijar y permeabilizar las células en un solo
paso, se dej6 esta solucién durante 1 min, posteriormente se les afiadié 500uL de
PBS a los tubos y se centrifugaron inmediatamente a 1500rpm durante 2 min,
luego se retiraron los sobrenadantes y se incubaron con solucién de anticuerpo
anti-insulina (Alexa Fluor 647 Mouse) la cual se prepar6 colocando 4uL de
anticuerpo en 1000uL de PBS, después a cada muestra de células en los micro
tubos eppendorf se les coloc6é 200uL de solucion de anticuerpo, se incubaron
durante 1h protegidos de la luz en agitacion constante a 90rpm a temperatura

ambiente.

Posteriormente se realiz6 un lavado colocando 800uL de PBS, se centrifugaron a
1500 rpm durante 2 min, se desechd el sobrenadante y se resuspendio el boton
celular en 300uL de PBS. Se tom6 como control, células indiferenciadas
sometidas al proceso de fijacion-permeabilizacion y marcaje con el anticuerpo. Las
muestras se leyeron en el citbmetro Accuri C6 BD en el canal FL-4 (el rango del

canal de este canal es de 540-700nm).

Para este analisis se afladieron dos grupos de trabajo adicionales a los descritos
en la tabla 3, es decir, se realizaron protocolos de diferenciacion donde se incluyo
la astaxantina en la etapa 1 y en la etapa 3 del proceso, se describen en la tabla
9, estos andlisis corresponden a células que se trabajaron para verificar la insulina
intracelular por citometria de flujo después del proceso, no se incluyeron en el
analisis genético puesto que este primer analisis exploratorio sera utilizado como

base para posteriores analisis.

54



METODOLOGIA

Tabla 9. Grupos de trabajo establecidos para el andlisis de insulina intracelular.

Grupo/cultivo Condicién Descripcion del proceso

Células indiferenciadas marcadas con anti-
Control Células indiferenciadas insulina (su funcién es delimitar la poblacion de

células negativas para insulina intracelular)

Protocolo de diferenciacion | Se llevd a cabo el protocolo de diferenciacion
Grupo 1A1 con la astaxantina en la en el cual se afiadi6 la astaxantina a 10ng/mL

etapa 1 en el medio de la etapa uno.

Protocolo de diferenciacion | Se llevé a cabo el protocolo de diferenciacion
Grupo 2A2 con la astaxantina en el en el cual se afiadid la astaxantina a 10ng/mL

medio de la etapa 2 en el medio de la etapa dos.

Protocolo de diferenciacion | Se llevé a cabo el protocolo de diferenciacion
Grupo 3A3 con la astaxantina en el en el cual se afadi6 la astaxantina a 10ng/mL

medio de la etapa 3 en el medio de la etapa tres.

Protocolo de diferenciacion ) . o
. Se llevo a cabo el protocolo de diferenciacion, al
con medio de pre- ] . i )
_ terminar la primera etapa se les colocé medio
tratamiento 24h antes de la ) )
i de pre-tratamiento durante 24h, posteriormente
Pre-Ty A2 etapa dos, ademas la o _
) _ i se prosiguid con el medio de la etapa dos
astaxantina se incluyé _ i i )
donde se incluydé la molécula astaxantina a

también en la segunda
10ng/mL

etapa.

Las células analizadas en citometria de flujo corresponden a células maduras o finalizadas las tres etapas del proceso de
diferenciacion, se clasificaron en 4 grupos para su estudio. Grupo 1A1: células con tratamiento de astaxantina durante la
etapa 1; Grupo 2A2: células con astaxantina solo en la formulacién del medio dos, Grupo 3A3: células con tratamiento de
astaxantina en la formulacidon del medio tres; Pre-T y A2: Se llevd a cabo el protocolo de diferenciaciéon, al terminar la
primera etapa se les colocd medio con astaxantina 10ng/mL durante 24h, posteriormente se prosigui¢ con el medio de la
etapa dos donde se incluyd la molécula astaxantina a 10ng/mL.

6.3.8.2. Anadlisis de insulina liberada al medio

Los sobrenadantes colectados después del proceso de diferenciacion se
analizaron mediante una prueba ELISA, se utilizé el kit Invitrogen Cat. KAQ1251.
Se estandarizé la prueba puesto que se observdO que el PBS provocaba
interferencia con los componentes del kit propiciando que se observaran
densidades 6pticas fuera del rango estimado de la curva estandar por la

interaccién inespecifica con otros reactivos del kit.
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Por ello se determind cambiar de regulador las muestras por TBS-BSA 5%
utilizando mini columnas centricon3K (Amicon Millipore), se colocé en cada
columna 100uL de muestra (sobrenadantes de las células diferenciadas) con
400uL de TBS-BSA 5%, se centrifugd durante 30 min a 14,000-xg, se descarto el
filtrado y se colocaron 500uL de TBS-BSA 5%, se resuspendié con micropipeta y
se centrifugd 30 min a 14,000-xg, se descartd nuevamente el flujo y nuevamente
se colocaron 500puL de TBS-BSA 5%, se llevé a la centrifuga bajo las mismas
condiciones, finalmente se descartd el filtrado y se resuspendié la muestra en
250uL al final la muestra quedd diluida en buffer TBS-BSA 5% en dilucion de
1:2.5, después del cambio de buffer, las muestras se procesaron en el inmuno-

ensayo y se confirmé que desaparecié la interferencia.

El inmunoensayo de tipo sandwich consté de una microplaca de 96 pozos
recubierta con un anticuerpo monoclonal especifico para la insulina. Se colocaron
400pL de solucion comercial bloqueadora de ELISA (Thermo- invitrogen) durante
2h, posteriormente se decanté el contenido de los pozos y se secO la placa

colocandola sobre papel absorbente.

Se colocaron 50 pL de cada estandar y controles provistos por el kit de ensayo en
los pozos, éstos constan de concentracion conocida ya que son sueros humanos
liofilizados que son resuspendidos en agua, ademas se colocaron 50uL de las
muestras en sus pocillos respectivos, después se afadieron 100 pL de anticuerpo
de deteccién en cada pocillo, se cubrié la microplaca con un sellador de placas y
se incub6 durante 30 min a temperatura ambiente, posteriormente se retird el
contenido de los pozos con micropipeta y se lavo la microplaca 4 veces con 400
ML de solucién de lavado (IDvet) por pocillo, esperando 30s antes de retirar la
solucion entre cada lavado, después del lavado final, se afadieron 100 pL de
cromoégeno y se incub6 en oscuridad durante 15 min, posteriormente se afiadieron
100pL de solucién de paro y se dejé reposar durante 5 min, después se ley6 a
450nm (longitud de onda determinada para el fluorocromo acoplado al anticuerpo

de deteccion) en el espectrofotometro de placas Xmark marca Bio-rad.
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6.3.9. Analisis estadistico.

Las diferencias estadisticas entre los grupos de estudio se determinaron
mediante un andlisis de J-cuadrada de independencia para las poblaciones
celulares analizadas para insulina intracelular, es decir, para el analisis por
citometria de flujo. Se consider6 una diferencia estadistica cuando el valor de p <
0.05.
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7. RESULTADOS

7.1. Cultivo y expansion de la linea de células troncales mesenquimales

de médula 6sea

Las células troncales mesenquimales provenientes de médula 6sea de la
casa ATCC (PCS-500-012 Lot. 63208778) se expandieron hasta pase 4, bajo las
condiciones de cultivo estandar, se muestran fotografias representativas del

cultivo celular en la figura 8.

Figura 8. Células troncales mesenquimales de médula dsea en crecimiento. El cultivo corresponde al pasaje
3 de la linea celular, muestran morfologia fibroblastoide y son adherentes al pldstico. Las fotografias fueron
tomadas con el aumento de 40x

7.2. Crecimiento celular de los cultivos primarios de la pulpa dental.

Las células aisladas de la pulpa dental de los 6rganos dentarios colectados
muestran una morfologia fibroblastoide alargada, ademas son adherentes al
plastico, la morfologia de las células aisladas se aprecian visiblemente similares a
las de la linea de células troncales de médula 0sea, las cuales se tomaron como
testigo de referencia para verificar las caracteristicas morfologicas de los cultivos
primarios, consideramos que las células de estos cultivos primarios presentan

caracteristicas de células troncales.

Las primeras células en crecimiento se observaron entre los 7 y 15 dias después
del cultivo de los explantes de la pulpa dental. Se eligi6 trabajar la metodologia de
obtencién del tejido pulpar cortando el érgano dentario, puesto que de esta forma

se facilité el acceso a la camara pulpar para la obtencion del tejido, por otra parte,
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se redujo la contaminacién por restos 0seos y de esmalte propio del corte de la
pieza con el disco.
En la figura 9 se aprecian fotografias representativas de los cultivos primarios en

crecimiento.

Figura 9. Fotografias representativas del cultivo primario de células de pulpa dental. A) Células en
crecimiento con ampliacién 10X. B) Células en cultivo primario con ampliacidn de 40X.

Se realizo la expansion de 10S Cultivos primarios para crio-preservar las celulas en
tanque de nitrbgeno para analisis posteriores. En la tabla 10 se resume la cantidad
de cultivos preservados de células del cultivo primario de las muestras de los
organos dentarios que se procesaron. Se utilizaron los primeros 30 cultivos para

generar el procedimiento de obtencion y cultivo.

Tabla 10. Cultivo de células a partir de los drganos dentarios.

Sexo del Edad CIa_ve interna: _No. Sexo del Edad Claye interna: No.
donante Paciente/ No. pieza donante Paciente/ No. pieza
masculino 25 31/48 femenina 18 37/38
masculino 25 31/28 femenina 18 38/48
femenina 32 32/48 femenina 18 38/18
masculino 18 33/48 femenina 27 39/28
masculino 18 33/38 femenina 16 40/48
femenina 35 34/18 femenina 16 40/18
femenina 35 34/48 masculino 25 42/38
femenina 35 34/28 masculino 25 42/28
femenina 35 34/38 masculino 25 42/48
masculino 15 35/38 masculino 25 42/18
masculino 15 35/48 femenina 20 44/18
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femenina 30 36/48 femenina 24 48/18
femenina 30 36/18 femenina 24 48/28
femenina 18 37/48 femenina 42 50/38
femenina 18 37/18 femenina 16 54/18

Se resguardaron en tanque de nitrégeno 30 muestras del cultivo de los drganos dentarios, éstas
fueron analizadas para determinar que su fenotipo, y morfologia correspondiente a células
troncales mesenquimales.

7.3. Caracterizacion del fenotipo de las células de pulpa dental.

7.3.1. Analisis morfoldgico y expresion de receptores especificos de

células troncales mesenquimales humanas (hMSC).

El analisis se llevo a cabo en el citometro Accuri C6 BD; se realizo el estudio de
los cultivos primarios, tomando como referencia la morfologia y el andlisis de
marcadores en la linea celular de médula 6sea, para contemplarlas como testigo
positivo de células troncales; inicialmente se realiz6 un analisis morfolégico para
verificar el tamafio y la granularidad de las células obtenidas del cultivo primario de
pulpa dental y se compar6 con la morfologia de las células troncales de médula
Osea, se observd que la morfologia de las células de pulpa dental es similar a las
de la linea celular (Figura 10).

Células de pulpa dental Linea celular de MO

Granularidad

Tamafo

Figura 10. Andlisis morfoldgico. Las células de pulpa dental presentan un tamario similar a
las células troncales de médula dsea, la granularidad o complejidad celular se aprecia de
forma similar a pesar de que las células de MO presentan una ligera dispersion.

Las células aisladas expresan los marcadores CD73, CD90, CD44 y CD105 en
proporciones adecuadas de acuerdo a la ISCT, esto es, en un porcentaje de la
poblacion mayor al 95%, por otra parte, no se observaron marcadores de tipo
hematopoyéticos (CD34, CD45, CD56, CD14 y HLA), los cuales no deben
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presentarse en mas del 2% de la poblacion celular; en la tabla 11 se resumen los
porcentajes de expresion de los marcadores de membrana caracteristicos de
células troncales mesenquimales encontrados en tres muestras representativas de

los cultivos primarios de células aisladas de pulpa dental.

Tabla 11. Expresion de marcadores de membrana en las células aisladas de la pulpa dental.
Muestra Expresion de marcadores de membrana (% de expresion)

Marcadores hematopoyéticos

CD44 | CD73 | CD90 | CD105 | (CD34, CD45, CD56, CD14 y HLA)

1 98 98.4 | 92.7 99.4 0.6
2 99.2 | 96.0 | 80.9 96.4 0.4
3 99.7 | 936 | 944 97.1 0.1

Se analiz6 una poblacion de 30 muestras donde se observé la expresion de los
receptores caracteristicos de células troncales, sin embargo se muestran en la
tabla 6, sblo tres representativas, cabe resaltar que para los procesos de
diferenciacion se eligié una de estas tres muestras debido a su alto porcentaje de
expresion de marcadores caracteristicos de células troncales, por otra parte, los
marcadores de tipo hematopoyético se observan en porcentajes minimos, lo cual
es indicativo de que se ha aislado una poblacion homogénea de células troncales,
de acuerdo a este fenotipo.

En la figura 11 se muestran los resultados del andlisis por citometria de flujo de
una muestra representativa, donde, de acuerdo a la caracterizacion del modelo de
trabajo (anexo 1) se muestran las dobles tinciones para los marcadores CD44 vs
CD90 y CD73 vs CD105.

En estos graficos de puntos podemos visualizar en los cuadrantes superior
derecho la poblacion celular que registra una longitud de onda indicativa de la

expresion de dichos marcadores.
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Figura 11. Expresion de receptores especificos de hMSC.

Muestra representativa. La poblacion celular que se agrupa en los cuadrantes superior derecho de cada
grafico muestra la poblacion positiva para los marcadores analizados, puesto que se muestran las dobles

tinciones.

7.3.2. Potencial de diferenciacién

Las células aisladas de pulpa dental se sometieron a procesos de diferenciacion
hacia tres estirpes celulares originarias cada una de las tres capas germinales
puesto que esta descrito en la literatura que las células troncales mesenquimales
son multipotentes, por lo que deben contar con la capacidad de diferenciarse hacia
células de distintos linajes (Halleux C. et al., 2001).

7.3.2.1 Diferenciacién a adipocitos.

La tincibn con rojo oleoso evidencia lipidos intracelulares aglomerados en
vacuolas en el espacio citoplasmatico, lo cual es caracteristico de los adipocitos,
en la figura 12 se muestran fotografias representativas de las células en cultivo

después del proceso de diferenciacion a adipocitos tefiidos con rojo oleoso.
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Figura 12. Adipocitos.
Obtencion de adipocitos por diferenciacion de las células aisladas de la pulpa dental, se observan en color rojo los lipidos
en las vacuolas citoplasmaticas de las células, presentan morfologia redondeada y grandes vacuolas. Se muestra en A)
control negativo, es decir, células indiferenciadas conservan una morfologia fibroblastoide tipica con aumento 400x; By

C) adipocitos tefiidos con rojo oleoso observados con aumento 400, las flechas en las imagenes sefialan adipocitos en
cultivo y representan diferentes campos del cultivo, D) células observadas con aumento 100x.

7.3.2.2 Diferenciacion a condroblastos

La tincién con azul alciano evidencia fibras de colagena en la matriz extracelular,
lo cual es muestra de la formacién de condroblastos, en la figura 13 se muestran
fotografias representativas de las células en cultivo después del proceso de

diferenciacion a condroblastos tefiidos con azul alciano.
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Figura 13. Condroblastos.
Obtencion de condroblastos por diferenciacién de las células aisladas de la pulpa dental, las fibras de coldgena se
observan en color azul, presenta morfologia alargada y filamentosa. Se muestra en A) Control negativo, células no

diferenciadas conservan su morfologia fibroblastoide; B y C) condroblastos tefiidos observados con aumento 10x se
muestran dos campos diferentes del cultivo, D) muestra una ampliacion en aumento 40x.

7.3.2.3 Diferenciacidn a osteoblastos.

La tincion de Von Kossa evidencia depdsitos de calcio intracelulares aglomerados
en el espacio citoplasmatico, lo cual es una caracteristica especifica de los
osteoblastos, en la figura 14 se muestran fotografias representativas de las células

en cultivo después del proceso de diferenciacion a osteoblastos.
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40X

Figura 14. Osteoblastos.

Obtencion de osteoblastos por diferenciacién de las células aisladas de la pulpa dental, se observan en color negro los
depdsitos de calcio en las células, presentan morfologia redondeada-cilindrica. A) control de células sin diferenciar Se
muestran fotografias representativas de distintos campos del cultivo observadas en aumento de 40x.

7.4.Diferenciacion a células productoras de insulina.

Una vez comprobado el aislamiento de células troncales mesenquimales a partir
de pulpa dental, se procedié a realizar los procesos de diferenciacién tanto de
éstas, como de las células de médula 6sea hacia células productoras de insulina.
Cada uno de los tres protocolos que se llevaron a cabo incluye tres etapas de
diferenciacion identificadas como “ET 17, “ET2” y “ET3".

Durante el proceso de diferenciacion se tomaron fotografias para observar el
crecimiento de las células durante el proceso, en la figura 15 se muestran
imagenes representativas del proceso, se observd que las células con
tratamientos de la Astaxantina (Ax) presentan mayor proliferacion en las etapas 2

y 3 que las células en diferenciacién que no se expusieron a la astaxantina.
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Figura 15. Imdgenes representativas de los cultivos de MSC en diferenciacion a células productoras de insulina.

Presentan visiblemente mayor proliferacion celular aquellos cultivos tratados con la astaxantina, esto corresponde a las
etapas 2y 3, las fotografias se tomaron en los dias 4 de la etapa 2 y en el dia 6 de la etapa 3, (cada etapa tiene una
duracién de 7 dias).

En el analisis de microscopia se observé que las células engrosan su morfologia,
durante el transcurso de la etapa dos y toman la tendencia a formar
conglomerados celulares, se conoce que las agrupaciones que forman son tipicas

de células en transcurso a formar células pro-enddcrinas.

7.5.Analisis genético del proceso de diferenciacion.

El analisis por RT-PCR mostré que las células expresan algunos de los genes
caracteristicos del proceso de diferenciaciéon a células beta en los tiempos en que
se establecioé tomar las células, cada periodo o estadio de la diferenciacion esta
determinado por 7 dias por etapa, por lo que se sugiere que aquellos genes que

no
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se observan en el tiempo en que se tomo la muestra, pudieron haberse expresado
con anterioridad de acuerdo a que en la tercera etapa se observa el gen de
insulina, en la figura 16 se muestran los genes observados en cada etapa del

proceso.

hMSC MO DPSC
E Sin : ' Pre- : ! ConAx i i Sin : : Pre : i ConAx i
! Astaxanti | ! tratadas ' ! séloen : | Astaxanti | ! tratadas 11 soloen :
N° de etapa : na i E yen i i etapa2 | : na E i yen i i etapa2 :
! P etapa2 ! i (10ng/mL) i : ' | etapa2 i i (10ng/mL) i
| TR : i 10ng/mL : i i i ; i 10ng/mL : i i

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

o ] Y T [
. O O O
- T I | OO
- M
- [ S
e 1 P P R IO PR
=

Figura 16. Andlisis de expresion de genes por RT-PCR durante las tres etapas de diferenciacion.

Se identifican los analisis en células de médula ésea (hnMSC MO) y de las células de pulpa dental (DPSC) para todos los
andlisis se utilizaron 50ng de RNA. Se muestran en columnas los resultados para cada protocolo indicados en los
recuadros de puntos, el primero en ambos tipos de células corresponde al tratamiento de referencia (TR), es decir, sin la
astaxantina. Se presenta para cada protocolo sus respectivas etapas de maduracién (1 a 3).

Se observa insulina desde la primera etapa del proceso y su expresion perdura hasta la madurez.

Con la finalidad de contar con una mayor cantidad de material genético, se realizo
una extraccion de RNA de un set o mezcla de células de las distintas etapas del
proceso de diferenciacién de DPSC, muestran la expresion de genes como Pdx-1,
Pax4, Pax6, Ngn3, e Insulina, se observa la presencia de bandas definidas con

mayor claridad, se sugiere que se debe al aumento de material genético ya que se
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tomd de una mayor cantidad de células para la extraccion y se emplearon 100ng
de RNA por reaccion. La figura 17 muestra los resultados obtenidos de la mezcla

de las células en las distintas etapas.

msc ' ED 2 PE 3 B
Pax6 Pax 6 de-?
Insulina Insulina Insulina
Pdx-1 Pax4
Pdx-1
Ngn3

ED: endodermo definitivo (ET1), PE: progenitor enddcrino(ET2), Célula beta: ET3.

Figura 17. Esquema de la expresion de genes caracteristicos del proceso de diferenciacidn de células troncales hacia células
beta.

Se muestran por etapas la expresion de genes en células troncales provenientes de pulpa dental, se ilustra en el recuadro
de la derecha, en resumen, las etapas o transiciones de maduracién en el proceso, desde la célula troncal (MSC) hasta la

formacion de células maduras. Se observa la expresién de insulina desde etapas tempranas, asi como la presencia de Pdx-
1 en la etapa de madurez.

El conjunto de células que se tomo para el analisis de estos genes nos otorgo la
oportunidad de contar con una mayor concentracibn de material genético, se
visualizan bandas de insulina desde etapas tempranas del desarrollo, por otra
parte, la presencia de Pdx-1 en la segunda y tercera etapa es indicativo de que la

célula ha alcanzado un grado de madurez para excretar insulina.

7.6.Expresion de receptores especificos de hMSC después del proceso

de diferenciacion.

Los receptores de membrana CD44, CD90, CD73 y CD105 expresados en
conjunto y en una alta expresion (= 95%) determinan las caracteristicas de una
célula troncal mesenquimal, sin embargo, una prueba de que la célula cambio su

fenotipo hacia un linaje celular determinado es la disminucién de la expresién de
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estos receptores, por lo que al analizar la presencia de dichos receptores en las
células diferenciadas observamos que se encuentran disminuidos, en la tabla 8 se
resumen los porcentajes de estos marcadores encontrados antes y después del
proceso de diferenciacion de una muestra representativa del proceso de
diferenciacion en células de pulpa dental sin astaxantina.

Los porcentajes observados en la tabla 12 son el resumen de lo obtenido en la
figura 18 de citometria de flujo donde se aprecia que la disminucion es significativa

para los cuatro receptores, lo cual indica que la célula ha perdido el fenotipo de

célula indiferenciada y confirma que el proceso de diferenciacion se llevo a cabo
(Mata-Miranda M et al., 2014).

Tabla 12. Tabla comparativa de la expresion de receptores de membrana antes y después del proceso de diferenciacion.

Receptor de % de expresién antes de la % de expresion después de la
membrana diferenciacién diferenciacion

CD 44 98 0.0
CD 90 92.7 14.4
CD 73 98.4 12.7
CD 105 99.4 0.4

e i1 -1 i1 -UIR

0. 0% 0.99%

%
I Q
S E S

B

4

CD90

Figura 18. Expresion de receptores después del proceso de diferenciacion.

Se observa en la figura los gréficos de puntos las dobles tinciones para una muestra de células sometida a este anélisis de

marcadores una vez que éstas fueron sometidas al proceso de diferenciacidn, se observa la poblacién en los cuadrantes

inferiores izquierdo, lo cual muestra una disminucién de los marcadores que antes expresaron, es decir, se confirma que
cambid su fenotipo de célula troncal mesenquimal.

7.7. Expresion de Insulina intracelular

En las figuras 19 y 20 se muestran los histogramas de citometria de flujo

correspondientes a las células permeabilizadas y marcadas con anti-insulina Alexa
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647 BD™, las células indiferenciadas (no inducidas al protocolo de diferenciacion)
marcadas con anticuerpo delimita la poblacidon negativa para insulina, es por ello
gue el desplazamiento hacia la derecha del pico de fluorescencia que se observa
en las células diferenciadas marcadas nos indica un porcentaje de poblacion
positiva para insulina intracelular, se leyeron 10,000 eventos por muestra en
citbmetro Accuri C6 BD (ver tabla 4).
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Figura 19. Células diferenciadas provenientes de pulpa dental marcadas con anti-insulina.

Se analizaron la etapa de madurez de capa protocolo descrito, es decir, la ET 3 en todos los grupos de tratamiento, estos
grupos de tratamiento o protocolos estan caracterizados de acuerdo a la etapa durante el proceso en que se utilizo la
astaxantina y se identifican como Grupo 1: protocolo con (A1) tratamiento con la astaxantina en la etapa 1, Grupo 2:
protocolo con (A2) tratamiento con la astaxantina en la etapa 2, Grupo 3: tratamiento con la astaxantina en la etapa 3
(A3), Pre-T y A2: Células con tratamiento de la astaxantina previa a la etapa 2 y durante la misma. Estos histogramas

corresponden a células diferenciadas o en ET3 provenientes de DPSCs (ver tabla 4).

Cabe resaltar que se observé que bajo el tratamiento de la astaxantina previo y
durante la etapa 2 se aprecia un mayor desplazamiento de la fluorescencia hacia
la derecha; este comportamiento se observa similar en las células mesenquimales

de médula 6sea diferenciadas; mientras que en el caso de los tratamientos con la
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molécula en la etapa 1 y 3 el porcentaje de células positivas para insulina se
observa constante. En la figura 20 se muestran los resultados obtenidos para las
células diferenciadas de MO.

MO diferenciadas
Células diferenciadas y con los distintos
tratamientos de Ax.
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Figura 20. Células diferenciadas provenientes de Médula 6sea marcadas con anti-insulina.

Se analizaron la etapa de madurez de capa protocolo descrito, es decir, la ET 3 en todos los grupos de tratamiento, estos
grupos de tratamiento o protocolos estan caracterizados de acuerdo a la etapa durante el proceso en que se utilizo la
astaxantina y se identifican como Grupo 1: protocolo con (A1) tratamiento con la astaxantina en la etapa 1, Grupo 2:
protocolo con (A2) tratamiento con la astaxantina en la etapa 2, Grupo 3: tratamiento con la astaxantina en la etapa 3
(A3), Pre-T y A2: Células con tratamiento de la astaxantina previa a la etapa 2 y durante la misma. Estos histogramas

corresponden a células diferenciadas o en ET3 provenientes de MO. (Ver tabla 4).

Los porcentajes de poblacién positiva para insulina intracelular se resumen en la
tabla 13 para DPSCs y MO.



RESULTADOS

Tabla 13. Expresion de insulina intracelular en los diferentes tratamientos con la astaxantina.

Protocolo Células maduras con Astaxantina
de
referencia En etapa ldela En etapa 2 de la En etapa 3 de la Pre-tratamiento y
(Células diferenciacion. diferenciacion diferenciacion durante la etapa 2.
maduras) Al A2 A3 Pre-Ty A2
Insulina Presente Presente | Ausente | Presente | Ausente | Presente | Ausente | Presente | Ausente
DPSC 13.90% 15.40% | 84.60% | 14.30% | 85.70% | 15.60% | 84.40% | 62.90% | 37.10%
MO 11.52% 36.70% | 63.30% | 13.30% | 86.70% | 22.00% | 78.00% | 49.50% | 50.6%

El porcentaje de la poblacidén positiva para insulina de las células que fueron pre-
tratadas antes de la etapa dos y durante la misma (Pre-TyA2), se observa tres
veces mayor con referencia al resto de los tratamientos (tabla 13). Se observé que
la tendencia a presentar mayor porcentaje de poblacion positiva para insulina en
este tratamiento es semejante tanto en DPSCs como en las células de MO.

Estos resultados sugieren que la astaxantina previa y durante la etapa 2 favorece
la formacion de células productoras de insulina o bien la produccién de esta
hormona.

En la figura 21 se muestran las poblaciones de células positivas para insulina
intracelular, en donde el primer grupo de barras corresponden a las células
diferenciadas no expuestas a astaxantina, es decir que con el protocolo de
diferenciacion disefiado (tratamiento de referencia) se obtiene aproximadamente
un 11 al 16% de la poblacion positiva para insulina intracelular de acuerdo a las
condiciones de trabajo y al tiempo en que se colectaron las células, el resto de las
barras del gréfico corresponde a las poblaciones celulares que durante el proceso
de diferenciacion se expusieron a tratamiento con la astaxantina en distintas

etapas. Estos porcentajes representan lo observado en la tabla 13.
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Figura 21. Porcentaje de poblacion de DPSC y MO con insulina intracelular presente.

TR: Tratamiento de referencia, es decir el protocolo de diferenciacion sin tratamiento de astaxantina, Grupo 1A1: células
con astaxantina en la etapa 1, Grupo 2A2: células con astaxantina en la etapa2, Grupo 3A3: células con astaxantina en la
etapa 3, Pre-T y A2: células con astaxantina previa a la etapa dos y durante la misma.

Las diferencias estadisticas entre los grupos de estudio se determinaron mediante
un andlisis de J-cuadrada de independencia para las poblaciones celulares
analizadas para insulina intracelular. Se consider6 una diferencia estadistica
cuando el valor de p < 0.05.

Se estudié una poblacion de 10,000 células por cada tratamiento de astaxantina,
sin embargo, se observé en el grupo de células con pre-tratamiento de astaxantina
(Grupo Pre-TyA2) un aumento de insulina en la poblacion celular, esto es
significativamente superior con un a=0.05 en un analisis de J-cuadrada de

independencia para MO como para DPSCs.

7.8. Liberacion de insulina.

Para corroborar la funcionalidad de las células diferenciadas, inmediatamente
después del proceso de diferenciacién, se colecté el medio de la etapa tres y las
células se estimularon con glucosa 23mM durante 1h, posteriormente se

colectaron sobrenadantes y se analizaron mediante una prueba ELISA. Por otra
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parte, con el fin de conocer adicionalmente la concentracion de insulina a largo
plazo después del proceso de diferenciacion, se estudié el grupo de TR
(tratamiento de referencia), se reemplazé el medio de la tercera etapa por medio
basal de mantenimiento (medio basal ATCC PCS-500-030) y se muestreo
sobrenadante 72 h después y se analizo.

En la tabla 14 se muestran las concentraciones de insulina en pUl/mL encontradas
bajo distintos tratamientos de la astaxantina cuando las células son estimuladas
con glucosa durante 1h en una concentracion de 23mM. De las células
diferenciadas y sin tratamiento de astaxantina (TR) se obtuvieron 131.09 pUl/mL
para DPSC, mientras que para las obtenidas a partir de médula Osea se
obtuvieron 62.43 pUI/MI (TR), se observé que cuando las células estdn en
contacto con la astaxantina las concentraciones encontradas tienen una ligera
tendencia a aumentar, sin embargo cuando las células se incubaron 24h previas al
comienzo de la etapa 2 y que ademas se les colocd la molécula durante esta
segunda etapa (Pre-T y A2) la concentracion de insulina es aproximadamente tres

veces mayor que en el caso de los tratamientos y de las células ST.

Tabla 14. Insulina liberada al medio.

TR 72h después Al A2 A3 PREY #2 ET1 ET2
DPSC | 131.095537 | 33.3123518 | 139.970513 | 135.080793 | 139.970513 | 465.136936 0 0
MO | 62.4357925 | 30.7456813 | 147.305094 | 39.7312402 | 73.9592847 | 169.308837 0 0

TR: Tratamiento de referencia, es decir el protocolo de diferenciacién sin tratamiento de astaxantina, Grupo 1A1: células
con astaxantina en la etapa 1, Grupo 2A2: células con astaxantina en la etapa2, Grupo 3A3: células con astaxantina en la
etapa 3, Pre-T y A2: células con astaxantina previa a la etapa dos y durante la misma. ET1: etapa 1; ET2: etapa 2 (es decir,
etapas del proceso previas a la madurez o conclusién del proceso de diferenciacion) (Ver tabla 4).
Para las muestras de sobrenadantes de las células diferenciadas del TR después
de 72h del proceso se encontraron concentraciones entre 30-33.31 pUI/mL, de
esta forma tres dias después del proceso de diferenciacion y sin estimulo de
glucosa, se observo gue la concentracion de insulina disminuia a una tercera parte
aproximadamente respecto del promedio de las concentraciones que se
encontraban cuando se analizaron las muestras inmediatamente después del

proceso (Grupos 1A1, 2A2 y 3A3).
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Por otra parte, se analizaron muestras de sobrenadantes correspondientes al
término de la etapa 1y 2 (etapas inmaduras del proceso de diferenciacion) en los
cuales no era detectable la presencia de insulina, por lo que se sugiere que la
célula debe madurar en la tercera transicion para adquirir la capacidad de liberar la
insulina.

En la figura 22, se visualizan las concentraciones obtenidas para ambas lineas.
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Figura 22. Concentraciones de insulina en el medio de cultivo.

TR: Tratamiento de referencia, es decir el protocolo de diferenciacidn sin tratamiento de astaxantina, Grupo 1A1: células

con astaxantina en la etapa 1, Grupo 2A2: células con astaxantina en la etapa2, Grupo 3A3: células con astaxantina en la

etapa 3, Pre-T y A2: células con astaxantina previa a la etapa dos y durante la misma. ET1: etapa 1; ET2: etapa 2 (es decir,
etapas del proceso previas a la madurez o conclusién del proceso de diferenciacion).

Se muestran los resultados de forma gréafica donde se observa que la condicion
experimental del Pre y #2 en ambas lineas de células troncales ofrece una mayor
concentracion de insulina al finalizar el proceso de diferenciacion. Esta figura

representa de forma gréfica lo referido a los datos mostrados en la tabla 14.
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8. DISCUSION

Las céluas troncales mesenquimales son un recurso con aplicaciones en areas de
medicina regenerativa y terapia celular, sin embargo es necesario contar con

protocolos de aislamiento, cultivo y preservacion.

En este trabajo primeramente se llevaron a cabo procedimientos para la obtencion
de células troncales mesenquimales a partir de tejido pulpar de organos dentarios

provenientes de poblaciobn mexicana.

Antes de acceder al tejido pulpar fue necesario establecer un proceso de
desinfeccién y limpieza de las piezas dentales, debido a que en la cavidad bucal
naturalmente se alojan gran cantidad de microorganismos, que pueden causar
contaminacion de los cultivos celulares. Aunque algunos autores reportan la
descontaminacion de la pieza unicamente con etanol al 70% (Karamzade R. et al
.,2012) nosotros observamos en la practica, que algunos cultivos se contaminaban
con bacterias, asi que con el fin de asegurar la esterilidad de los cultivos primarios
se probaron combinaciones de microbicidas, antifungicos y antibioticos para
limpiar las piezas estableciendo asi un protocolo de limpieza, de esta forma

logramos obtener cultivos libres de contaminacién bacteriana.

Posteriormente establecimos protocolos de obtencién del tejido pulpar, probando
dos metodologias; perforar las piezas de la corona hacia la camara pulpar y cortar
el 6rgano separando la corona de la raiz. Se descart6 la primera, puesto que se
observd que al perforar el érgano dentario, la generacion de residuos de dentina
contaminaron los cultivos e impidieron el crecimiento celular, se trabajé con la
segunda metodologia, es decir, se cortaron los 6rganos, puesto que esta

metodologia facilito la obtencidn del tejido pulpar sin arrastrar residuos de dentina.

Existen reportes donde son utilizados diversos procesos para la obtencion del

tejido pulpar, como la perforaciéon de las piezas con laser y la perforacién de los
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organos dentarios (Raoof M. et al., 2014; Aljamie M, et al., 2016), sin embargo es
preferido el corte de las piezas debido a que de esta forma se genera menor
cantidad de residuos, ademas de ser un procedimiento sencillo que aminora

costos lo que fascilita su aplicacion

Se utilizaron 30 piezas dentales para la estandarizacién de los protocolos de
obtencién y cultivo. Posteriormente se aislaron células de 30 muestras mas, se
procedio a estudiar el fenotipo de éstas y se preservaron en congelacion para

analisis posteiores.

La caracterizaciéon fenotipica de las células que aislamos, se realizé mediante el
analisis morfologico, la expresion de receptores de membrana y el estudio del
potencial de diferenciacidén, nos apegamos a lo establecido por la ISCT, este es el
organismo encargado de impulsar el uso de las terapias celulares con aplicaciones

en diversos padecimientos en beneficio de pacientes de todo el mundo.

Se observé que las células obtenidas en este estudio presentaron una morfologia
tipica representativa de células troncales: fibroblastoides y adherentes al plastico.
Los cultivos primarios fueron comparados con la morfologia presentada por
cultivos de la linea celular de MO, siendo similares, por otra parte las células
obtenidas no expresaron marcadores de tipo hematopoyeticos (CD14, CD11b,
CD34, CD45, HLA, HMC I, entre otros) esto indica que se obtuvo una poblacién
homogenea, por otra parte se encontré la expresion de marcadores de membrana
como CD44, CD73, CD105 y CD90.

La alta expresion (295%) de estos receptores en conjunto caracteriza a las células
troncales mesenquimales (Ramos L. 2016; Arévalo-Romero et al., 2007), sin
embargo estos receptores de membrana se expresan en diversos linajes
celulares, pero no se encuentran expresados en altas proporciones ni tampoco en
conjunto, su presencia en otros tipos celulares se debe a que desempefan

funciones de reparacion celular, adhesion y comunicacion. Nosotros encontramos
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una alta expresion de estos marcadores caracteristicos de células troncales en
nuestros cultivos primarios de las piezas dentales (>95%). Se procedi6 a estudiar
el potencial de diferenciacién de las células aisladas, puesto que las células
troncales mesenquimales tienen como caracteristica la capacidad de formar tipos
celulares provenientes de las distintas capas germinales (endodermo, ectodermo,
mesodermo) la ISCT ha establecido que las células aisladas deben tener la
capacidad de diferenciarse hacia celulas condroblasticas, adipocitos vy
osteoblastos (Halleux C., et al., 2001).

Las células aisladas mostraron evidencia de la formacion de estos tres tipos
celulares, con esto se verific6 que cumplieron con las caractericticas
especificadas, de esta forma corroboramos que obtuvimos células troncales de

pulpa dental.

El aislamiento de DPSC'’s a partir de poblacion mexicana podria abrir campo en
nuestro pais para la aplicacion de nuevas terapias con sustitutos celulares, puesto
que, las piezas dentales que utilizamos en este caso son cosideradas productos
de desecho biologico, podriamos otorgarles una utilidad terapeutica innovadora;

por ejemplo, la obtencién de células productoras de insulina a partir de DPSC'’s.

En este trabajo se diseiid un protocolo de diferenciacién para obtener células
productoras de insulina a partir de las DPSC’s aisladas y de la linea celular de
MO. Se tomé en cuenta las principales transiciones o etapas indispensables para
guiar a la célula indiferenciada hacia células tipo B pancreaticas asi como las

moléculas necesarias, dosis y tiempo determinado de exposicion.

Al realizar un estudio de cribado de las moleculas de utilidad para inducir la
diferenciacion en cada etapa se eligieron moleculas cuya combinacion favoreciera
el proceso y se estableci6 un periodo de 7 dias por etapa, tiempo que
determinamos como promedio de acuerdo a los distintos trabajos sobre

diferenciacion hacia células productoras de insulina (Suresh K et al., 2014),
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puesto que algunos autores reportan establecer periodos desde 48h para algunas
etapas (Amour D" et al., 2006) y algunos otros reportan hasta 15 dias (Rezania A,
et al., 2014).

Las células aisladas de pulpa dental y la linea celular de MO se sometieron al
proceso de diferenciacion y se midi0 la expresion de algunos genes
representativos de la diferenciacion, tales como Pdx-1, Ngn3, Is-1, Glut2, Pax6 e
insulina. Se sabe que la busqueda de expresion de genes es un método util para
verificar la diferenciacion de las células (Kunisada Y., et al., 2011; Amour D. et al.,
2006).

Se encontrdé que las células en proceso de diferenciacion expresan genes como
Pdx-1, Glut2, Ngn3 e insulina, genes indispensables en el desarrollo de las células
B. La expresion de Pdx-1 indica la formacion inicial del desarrollo pancreético, en
este punto las células necesitan de sefiales provenientes del mesenquima, que in

vitro estas sefiales son suplidas por la adicion de FGF,e IGF.

La expresion de Ngn3 corresponde a células endocrinas, en nuestro estudio,
observamos la expresibn de Ngn3 entre la segunda y tercera etapa del
proceso,esto significa que las células progesaron a la formacion de células
enddcrinas, ademas se sabe que este gen es clave para el inicio de la madurez
celular (Amour D, et a.,| 2006).

La expresion del gen de insulina se observé en etapas tempranas (es decir, en la
etapa 2 del proceso de diferenciacion) creemos que esto es debido a que el ciclo
celular no fue sincronizado para iniciar el proceso de diferenciacion, por lo cual el
proceso de madurez no es homogeneo para todas las células en cultivo, de esta
forma cuando se muestrearon las células al terminar la etapa 2 y se analizaron por

RT-PCR se encontré la expresiéon de insulina.
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Por otro lado, no se observo la expresion de Isl-1 en el tiempo que se tomaron las
muestras para medir este gen, es decir, al termino de la etapa 2 y al termino de la
etapa 3 para el andlisis; sin embargo, no se descarta que las células lo pudiesen
haber expresado en algun otro momento del proceso, por lo que podriamos
suponer que si efectuamos un analisis a manera de cinetica en el que se muestre
celulas en diferentes tiempos y se analizaran por RT-PCR podriamos encontrar

en que periodo del proceso se expresa este gen.

Una vez que establecimos el protocolo de diferenciacion se afiadié la molecula
astaxantina en distintos puntos del proceso, basados en lo reportado por Jeon-
Hwan y colaboradores (Jeon H.K., et al., 2010); ellos utilizaron la astaxantina en
un protocolo de diferenciacion de céulas pluripotentes inducidas hacia la formacion
de progenitores neurales; en este estudio reportaron el efecto de la astaxantina
en la diferenciacion de progenitores neurales, en donde se encontré que al afadir
astaxantina durante el proceso de diferenciacion se propicié la expresion del gen
NeuroD, ademas de inducir aumento en los niveles de proteinas relacionadas con
la proliferacion celular y los niveles de expresion de factores de transcripcion

relacionados con la formacion de progenitores neurales.

Basados en estos reportes, nosotros decidimos utilizar la astaxantina en el
protocolo de diferenciacion hacia células tipo B pancreaticas puesto que, esta
descrito en la literatura (Hung P. et al., 2013) que el gen NeuroD se encuentra
implicado en la maduracion de las células beta durante la transicién secundaria,
NeuroD se activa en la etapa 2 del proceso para fungir como una diana del gen
Ngn3 que como ya se describié antes, es clave para el desarrollo de células
endocrinas, por ello es que se determing utilizar la astaxantina previa a la
transicion secundaria y también durante la misma, de manera que si bien, no se
ha dilucidado el mecanismo por el cual la astaxantina podria beneficiar la
formacion de celulas B o la produccion de insulina, nuestros resultados sugieren

gue la astaxantina podria influir en la activacion de vias de sefializacién implicadas
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en el desarrollo de células productoras de insulina con un efecto en la transicion

secundaria.

Posteriormente se realizaron analisis para verificar la presencia de insulina;
recapitulando sobre los grupos de tratamiento que se estudiaron en este trabajo
en el apartado de produccién de insulina intracelular, se conté con el tratamiento
de referencia (el protocolo de diferenciacion sin la astaxantina: TR), asi como los
siguientes tres grupos caracterizados por la adicion de la molécula en diferentes
etapas del proceso (Al, A2 y A3) y el grupo Pre-TyA2, de cada grupo se analizé
por citometria de flujo una apoblacién de 10,000 células, se observé que el
porcentaje de poblacion positiva para insulina presentada por el TR, es similar a la
poblacién que se observa en los grupos Al, A2 y A3, sin embargo, se observa una
diferencia significativa al comparar el TR con el grupo Pre-TyA2, este efecto se
observé también en las células provenientes de la linea de MO, puesto que en
esta linea el grupo de Pre-TyA2 presentd una poblacion hasta tres veces mayor
con insulina intracelular comparada con el resto de grupos de tratamiento y con el
grupo TR por lo que podriamos suponer que existe un efecto de la astaxantina

cuando es utilizada en un tiempo intermedio o de pre-incubacién en el proceso.

Como se describié anteriormente, grupo Pre-TyA2 corresponde a un grupo de
células donde se colocé la astaxantina en una incubacién previa al iniciar la etapa
2 del proceso y que ademas se colocé la astaxantina durante esta segunda etapa;
la condicidon de “Pre-T”, describe una condicion llamada pre-tratamiento donde la
finalidad u objetivo fue exponer a las células a la molécula astaxantina antes de
inducir a las células a la transicion secundaria, suponemos que la astaxantina por
su alto potencial antioxidante, en este punto quizas actud protegiendo a las células
del estrés oxidativo causado por la induccion de la diferenciacion con el cocktail de
moléculas que conforman el medio de diferenciacibn de la segunda etapa,
permitiendo asi un mayor niumero de células que alcanzaron la madurez como

células productoras de insulina.
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Esto abre una brecha para el estudio del efecto de la astaxantina sobre la
proliferacion y la activacion de vias de sefalizacion con las cuales puediese
intervenir para lograr el efecto que observamos, es decir, que en esta condicion
las células producen aproximadamente tres veces mas insulina que las células del
grupo control y que las células que se trataron con la astaxantina unicamente en la
etapa 2. Hasta hoy no se han encontrado reportes que sugieran un posible
mecanismo de accion de la astaxantina en un proceso de diferenciacion para la
obtencién de céulas [, por lo que es necesario realizar un estudio de lo que ocurre
a nivel molécular sobre las vias de sefializacion correspondientes cuando las

células en cultivo se someten a este tratamiento.

Posteriormente se analizo la insulina liberada al medio donde la concentracion de
insulina obtenida con el protocolo de referencia (TR) fue de 135 pUl/mL, de
acuerdo a este dato, podriamos decir que el grupo Pre-TyA2 es el tratamiento que
indujo a las células a expresar una mayor cantidad de isulina puesto que en este
grupo se encontré 465 pUI/mL. Este dato se correlaciona con el porcentaje de
células con insulina intracelular presente, puesto que incrementa la poblaciénen

dicho tratamiento, de igual forma incrementa la insulina liberada en éste.

Sabemos que para que las células obtenidas por diferenciacion celular sean
candidatas en investigaciones futuras como una posible terapia celular es
indispensable contar con protocolos de diferenciacion con los cuales sea posible
obtener células productoras de insulina que suplan la necesidad de la hormona de
la manera en que lo hacen las células B del pancreas de manera natural, la
cantidad de esta hormona excretada por una célula B del pancreas oscila entre los
10 a 20 pg de hormona/célula y depende de la edad y peso corporal del individuo
(Mahmoud 2014, Bo sun 2015).

Como se menciond con anterioridad, esta es una de las principales razones para
la busqueda de moléculas que aumenten la eficiencia en cuanto a la produccion

de insulina que ofrecen las células obtenidas por diferenciacion in vitro. Si
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comparamos la cantidad de insulina que produjeron nuestras células (haciendo
referencia al grupo Pre-TyA2, es decir, 465.13uUl/mL) entonces podriamos
estimar que cada célula obtenida produjo alrededor de 0.67 pg de insulina, estos
resultados son alentadores ya que, si bien es necesario incrementar la eficiencia
de la prduccion de insulina, abren campo en el perfeccionamiento de las técnicas y
protocolos de obtencion de células productoras de insulina, ya que en
publicaciones anteriores, autores han reportado obtener concentraciones de
insulina a partir de la diferenciacion de células mesenquimales de
aproximadamente de 75 pUI/mL 6 0.11 pg (Arefeh J. et al., 2014 y 2015), 8.34
pul/mL 6 0.0000001pg (Nekoei et al.,2015); cabe remarcar que estas
concentraciones de insulina publicadas por estos autores han sido mediante el uso
de protocolos diferentes, sin embargo se mantiene un objetivo en comun, este ha
sido, mejorar el rendimiento de la produccion de insulina y la poblacion de células

diferenciadas.

Uno de los hallazgos mas importantes de este trabajo fue el efecto de la
astaxantina como una molecula que favorece el proceso de obtencion celular con
mayor eficiencia. Aunque es importante realizar repeticiones del estudio, el efecto
de la astaxantina como Pre-TyA2, tuvo un efecto similar no sélo en DPSC'’s
diferenciadas si no que en hMSC MO diferenciadas también produjo un aumento

en la concentracion de insulina encontrada.

Anteriormente D’Amour y colaboradores en el afio 2006 iniciaron investigaciones
como pioneros en la obtencion in vitro de células productoras de insulina,
teniendo en cuenta que la importancia primordial para el desarrollo de terapias
celulares para el tratamiento de la diabetes es la produccion de un numero
suficiente de células endocrinas pancreaticas que funcionaran de forma similar a
los islotes primarios, ellos utilizaron células embrionarias humanas para lograr
dicho obijetivo, por lo que no fueron bien aceptadas en los modelos éticos y

morales de la sociedad.
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Estudios sobre el potencial de diferenciacion de DPSC afirman que cuentan con
una mayor facilidad de formar células endocrinas comparadas con las células
hMSC provenientes de MO (Jafarian A. et al. 2014). Estas Gltimas han sido las
hMSC mayormente estudiadas puesto que fueron las primeras células
indiferenciadas en aislarse, por lo que son una alternativa viable en estudios de
diferenciacion celular. Otros autores sugieren que debido al microambiente en
donde se encuentran las células indiferenciadas en el organismo se desarrolla la
capacidad de formar linajes celulares determinados con cierta preferencia (Kao S.
et al., 2015), es decir, las células provenientes de MO expresan mayor eficiencia
para diferenciarse a células sanguineas y estromales, por otra parte, las DPSC se
diferencian preferentemente a células osteoblasticas (Zanini et al., 2011; Kao S. et
al., 2015).

La influencia del nicho biol6dgico en las hMSC propicia que las DPSC ofrezcan una
fuente mas eficiente para la obtencibn de células productoras de insulina
comparado con las hMSC MO, como se observo en este trabajo, se obtuvo una
mayor cantidad de células diferenciadas a partir de las DPSC respecto de las

células provenientes de MO.

Por otra parte, cabe resaltar que utilizar células provenientes de piezas dentales
€s un recurso innovador, ya que hasta hoy las piezas dentales generalmente se
consideran un producto de desecho bioldgico, por lo que es altamente viable su
aprovechamiento como fuentes de obtencion de células madre mesenquimales
consideradas Utiles para el desarrollo de terapias en la medicina regenerativa en

multiples padecimientos crénicos como DM.
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9. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo, se pudieron llegar a las

siguientes conclusiones:

En este trabajo fue posible generar un procedimiento estandarizado para el
aislamiento, cultivo y preservacion de células troncales mesenquimales
provenientes de piezas dentales obtenidas de poblacion mexicana. Por lo
tanto, esto abre una brecha en la investigacion en el area de terapia celular

en nuestro pais.

Se logré generar un protocolo con astaxantina para la diferenciacion de
células troncales hacia células productoras de insulina, con base a los
resultados obtenidos se concluye que las DPSC ofrecen mayor rendimiento

en produccién de insulina.

La confirmacion de la funcionalidad de las células obtenidas nos indica que
el protocolo es efectivo y prometedor para realizar posteriormente réplicas

del estudio.
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10. PERSPECTIVAS

A partir de los estudios y discusiones presentadas en esta tesis, las perspectivas
de trabajos futuros se orientan en dos direcciones.

En un primer plano se encuentran los trabajos destinados a complementar los
aspectos de analisis genético con la busqueda de la expresion de otros
mensajeros.

En concreto, se podria estudiar la expresion a manera de cinética durante todo el
proceso de diferenciacién celular. La opcion mas plausible seria realizar este
estudio cada 24 horas, se sugiere usar la técnica de PCR en tiempo real para
realizar un estudio de forma cuantitativa y a profundidad para comprender si
realmente existe una modificacién ante la presencia de la molécula de interés, en
este caso la astaxantina.

Otro punto que seria interesante complementar seria el estudio de la liberacién de
insulina, probando diferentes vehiculos de la glucosa, concentraciones de glucosa
diferentes, tiempos de incubacion, incluso un analisis de la excrecién a manera de
cinética para identificar la respuesta a glucosa y a factores iénicos y potenciales
para la regulacion celular en dichos mecanismos, esto nos daria informacién de si
las células responden a un control de excrecion bajo diversas condiciones y si
seran capaces de responder a un control negativo para regulacion de la liberacion,
como glucagon.

Por otra parte, se podria esperar qgue en un modelo in vivo de ratones diabéticos
humanizados, estas células implantadas en el pancreas tuvieran un efecto positivo

en la restauracion de la homeostasis se la glucosa.
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12. ANEXOS

12.1. PRODUCTOS ACADEMICOS

1. Participacibn como Instructor en el Taller: aislamiento y cultivo de
células madre de pulpa dental efectuado en el Congreso Nacional de

Células madre y medicina regenerativa 2016.

2. Presentacion de cartel en el Congreso Internacional Avances en Medicina
Hospital Civil de Guadalajara 2017, con el trabajo titulado “Protocolo de
diferenciacién de células madre de pulpa dental hacia células
productoras de insulina”. Memoria ISSN:2007-2139.

3. Presentacion de cartel en Congreso Internacional de Biologia, Quimica y
Agronomia con el trabajo titulado “Aislamiento, cultivo y caracterizacion
de células madre de pulpa dental de poblacion mexicana: perspectivas

en el desarrollo de terapia celular”. Memoria en extenso ISBN: en tramite

4. Solicitud de patente titulada “Método de diferenciaciéon de células
troncales provenientes de diferentes nichos para la obtencion de
células productoras de insulina”. Folio: MX/a/2017/016586

5. Trabajo publicado en la revista de Ciencias de la Salud “Archivos de
Ciencia”. ISSN: 2428-8747. Volumen 3, suplemento 1, agosto-diciembre
2017, titulado: “Células madre de la pulpa dental (DPSC): prospectivas

terapéuticas en enfermedades créonico degenerativas”.




ANEXQOS

12.2. Aspectos éticos y legales para la colecta de las piezas dentales

Para la colecta de érganos dentarios se llevo a cabo el procedimiento de la
Ley General de Salud. El protocolo fue aprobado por el comité de ética del
Hospital Civil Dr. Juan I. Menchaca, el comité de investigacion y se anexo un
comité de cirugia. El muestreo se realizé bajo consentimiento informado de los

pacientes.

12.3. Caracterizacion del modelo de trabajo del analisis de receptores

caracteristicos de hMSC.

El modelo de trabajo establecido para el analisis de marcadores caracteristicos de
células troncales mesenquimales contempla los controles correspondientes a
células sin marcar con los anticuerpos (A), estos controles son Utiles para
determinar la auto-fluorescencia de las células de estudio, de esta forma es
posible descartar la intensidad emitida por las células. Se utilizaron controles de
isotipos (B), es decir, fluorocromos no dirigidos hacia una proteina
especificamente, son U(tiles para descartar la posible inespecificidad de los
fluorocromos utilizados en el andlisis. Se utilizaron midié la expresion de
anticuerpos CD44, CD90, CD73 y CD105 de manera individual (C). Finalmente se
analizd la expresion de marcadores de tipo hematopoyéticos mediante una
combinacion de estos (D).
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B. Control de isotipo
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C. Expresién de marcadores CD90, CD44, CD105 Y CD73
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D. Expresidon de marcadores de tipo hematopoyético y control de isotipo
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