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Resumen

Gracias a la investigacion con CT se han realizado avances significativos en el campo de la biologia del desarrollo. Las CT
se caracterizan por su capacidad de autorrenovacion y diferenciacion a distintos tipos celulares. Se han descrito dos tipos
de CT de acuerdo con el momento de su obtencidn: células troncales embrionarias (CTE) y adultas (CTA), las cuales tienen
caracteristicas propias. Sin embargo, se han reportado diversos problemas con ambos tipos celulares que tienen que ser
resueltos antes de su posible aplicacion en la clinica, motivo por el cual se ha sugerido que las membranas fetales podrian
ser una fuente alternativa para obtener CT. En las CEAh se ha encontrado la presencia de marcadores caracteristicos de
CT pluripotentes y se ha documentado su capacidad como capa alimentadora para la expansion de diferentes tipos de CT.
Ademés, al ser un producto de desecho después del parto, su obtencidn no conlleva problemas éticos, motivo por el cual
este tipo de células se han convertido en una promesa para su posible uso en medicina regenerativa.

PALABRAS CLAVE: Células troncales. Membranas fetales humanas. Células del epitelio amnidtico humano.

Abstract

There have been major recent advances in the field of developmental biology due to the investigation on stem cells (SC).
Stem cells are characterized by their capacity of auto-renewal and differentiation to different cellular phenotypes. Based on
the developmental stage, they can be classified into two different types: embryonic SCs and adult SCs. It has been widely
reported that several problems need to be resolved before their possible clinical applications. As a result, fetal membranes
have been suggested as an alternative source of SCs. In the human amniotic epithelium, the presence of markers of pluripotent
SC’s has been reported, and its capacity as a feeder layer for expansion of different SC types. Also, fetal membranes are a
discarded product after delivery, and thus there are not any ethical issues related to its use. In conclusion, the human amniotic
epithelium can be a strong candidate for regenerative medicine. (Gac Med Mex. 2015;151:66-74)
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|ntroducci6n

Gracias a la investigacion en el area de las CTE se
han realizado grandes avances en los campos de la
biologia del desarrollo y la biologia celular en los ulti-
mos afios. Asimismo, por su amplio potencial de dife-
renciacion, este tipo de células han aumentado el in-
terés y mantenido la promesa de su posible aplicacion
en terapias de reemplazo celular. Sin embargo, existen
severos problemas que se tienen que resolver antes
de poder hacer la traslacion de la investigacion basica
a la clinica con las CTE. Ejemplo de ello es su poten-
cial de formar tumores cuando son trasplantadas en
estado indiferenciado’, asf como los problemas éticos
que conlleva su derivacion®. De igual manera, se ha
sugerido el uso de las CTA, las cuales pueden ser
obtenidas de tejidos provenientes de organismos adul-
tos como la médula 6sea, el cerebro, el musculo, etc.
Aunque estas células han sido estudiadas, su extrac-
cion es dificil y el numero obtenido es insuficiente para
una posible aplicacion en terapias de reemplazo celu-
lar. Asimismo, presentan una proliferacion y plastici-
dad limitadas en comparacion con las CTES, motivo
por el cual se han buscado fuentes alternativas de CT;
de esta forma, se han sugerido las CEAh*® porque
presentan una serie de caracteristicas Unicas®. Por ello
nos centraremos en ellas como posible fuente de CT
y en su posible uso en esta interesante area de inves-
tigacion.

CT

Las CT se caracterizan por ser células indiferencia-
das con capacidad de autorrenovacion y diferencia-
cion a distintos tipos celulares especializados. Se en-
cuentran presentes en diversos tejidos durante el
desarrollo embrionario, asi como en animales adultos.
En primera instancia, se pueden clasificar de acuerdo
con su potencial de diferenciacion (Tabla 1).

Puede realizarse una clasificaciéon adicional de
acuerdo con la etapa del desarrollo en que son aisla-
das: CTE y CTA.

CTE

En 1981, los grupos de Martin Evans y Gail Martin
aislaron por primera vez lineas celulares pluripotentes
obtenidas del blastocisto preimplantacion de ratéon, y
las denominaron CTE”®. La derivacion de estas lineas
se logro al crecer la masa celular interna del blastocisto

Tabla 1. Clasificacion de las CT por su potencial de diferen-
ciacion

Clasificacion  Potencial de diferenciacion

Totipotente Capacidad para formar todos los linajes

del organismo; en mamiferos sélo el
cigoto es totipotente

Pluripotente Capacidad para formar todos los linajes

del embrion incluyendo las células
germinales; por ejemplo, las CTE

Multipotente Potencial para formar células restringidas

en su origen a una capa embrionaria en
particular; por ejemplo, las CT neurales,
las cuales se diferenciaran a neuronas,

astrocitos y oligodendrocitos

Unipotente Células que forman soélo un tipo celular

especifico; por ejemplo, las CT epiteliales

Modificado de Jaenisch, et al.%.

sobre una capa «nodriza» de fibroblastos extraidos de
embriones de ratdon (mouse embryonic fibroblast
[MEF]) de 14 dias de gestacion. Los fibroblastos se-
cretaban factores solubles que permitieron mantener
las células de la masa celular interna en estado pluri-
potente in vitro, y con ello se logré la obtencion de
dichas lineas celulares. Las CTE provenientes de raton
son de las mas estudiadas hasta el momento y se
caracterizan por presentar un ndcleo grande con un
citoplasma pequefio, crecer en colonias compactas,
tener una alta actividad de la telomerasa (la telomera-
sa esta asociada con la capacidad de proliferacion
celular, proteccion y estabilizacién de los cromoso-
mas)® y mostrar un cariotipo normal (es decir, sélo una
pequefa proporcion presenta anormalidades cromo-
sémicas). Asimismo, estas células pueden ser mante-
nidas in vitro sin una pérdida aparente de sus capaci-
dades de autorrenovacion y diferenciacion. Expresan
marcadores moleculares como la fosfatasa alcalina
tejido inespecifica (enzima presente también en célu-
las de la linea germinal), factores que regulan la
transcripcion para mantener las células en estado
indiferenciado (octamer binding transcription factor 4
[Oct-4] SRY (sex determing region Y)-box 2 [Sox2] y
Nanog) y proteinas transmembranales (stage-specific
embryonic antigen [SSEA-1], tumor rejection antigen
[TRA-1-60]). De esta forma, mantenidas en condicio-
nes que favorecen su estado pluripotente, estas célu-
las no presentan caracteristicas morfolégicas ni mole-
culares de células diferenciadas.
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Con procedimientos similares a los usados para
derivar las CTE de raton, el grupo de Thomson gene-
ré CTE de primates no humanos (monos Rhesus)™ y
posteriormente de humanos. En 1998, reportaron el
aislamiento y cultivo de cinco lineas de células tron-
cales embrionarias humanas (CTEh), las cuales fueron
obtenidas de embriones de menos de una semana
provenientes de clinicas de fertilizacion in vitro y do-
nados especificamente para este objetivo por los pa-
dres. De esta forma, al cultivarlos in vitro, obtuvieron
colonias redondeadas, con bordes bien definidos,
compactas y planas, con células que presentaban un
nucleo prominente y una relacion nucleo-citoplasma
alta y que mantenian una capacidad de proliferacion
ilimitada'".

Una vez que se obtiene una linea de CTE, se debe
comprobar su naturaleza pluripotente mediante una
serie de pruebas en el laboratorio. En el caso de las
células provenientes del raton, ésta puede ser demos-
trada inyectando las CTE en blastocistos de la misma
especie y observando su contribucion a todos los te-
jidos del animal, incluidos los espermatozoides y ovo-
citos'. De esta forma, se obtienen organismos quimé-
ricos con una linea germinal funcional'®. También se
ha demostrado la naturaleza pluripotente mediante
complementacion tetraploide, que consiste en produ-
cir blastocistos 4n por fusion celular e introduccion de
CTE en el blastocisto. Como las células 4n no pueden
producir células somaticas, los organismos resultantes
estan conformados completamente por derivados pro-
venientes de las CTE'™. Finalmente, también se ha
probado su capacidad pluripotente al formar células
diferenciadas en cultivos in vitro, ya sea de manera
directa o indirecta. El primer método consiste en retirar
las sefiales que permiten la autorrenovacion; con ello
las células se diferencian de forma espontanea. En el
segundo método se emplean protocolos de diferencia-
cion, exponiendo las células a condiciones de cultivo
y factores de crecimiento especificos para inducirlas
a un linaje en particular.

En el caso de las CTEh, por razones éticas no se
pueden producir animales quiméricos ni la comple-
mentacion tetraploide. De esta manera, el estandar
mas alto es la formacion de teratomas (tumores que
poseen células de los linajes del ectodermo, el endo-
dermo y el mesodermo) al inyectar las CTEh en rato-
nes inmunodeficientes’® y la demostracion de que las
células son capaces de diferenciarse a tejidos de las
tres capas embrionarias in vitro de la forma antes
descrita. Junto a estas pruebas, el reconocimiento de
la identidad de las CTE se ha logrado mediante el uso

de marcadores moleculares (Oct-4, Sox-2, Nanog vy
fosfatasa alcalina) y antigenos de superficie (SSEA-3,
SSEA-4, TRA-1-60 y TRA-1-81), que son exclusivos de
este tipo de células. Sin embargo, la investigacion con
CTEh conlleva controversias éticas y politicas, las cua-
les tienen que resolverse antes de poder llevarlas a la
investigacion clinica?.

Finalmente, cabe mencionar que se han descrito
otros tipos de células pluripotentes, como las CT del
epiblasto y las células troncales pluripotentes inducidas
(induced pluripotent stem cell [iPSC]). Sin embargo,
por razones de espacio no profundizaremos en ellas.
Se recomienda al lector revisar las siguientes publica-
ciones Chenoweth, et al.’”, Stadtfeld, et al.’®, Teoh, et
al.’™®y Wu, et al.%.

CTA

Las CT provenientes de tejido adulto se hallan in-
crustadas entre las células diferenciadas de tejidos y
organos, y su papel principal es mantener y reparar
los nichos en donde se encuentran. Los nichos repre-
sentan un microambiente tisular especializado donde
las CT establecen interacciones complejas y recipro-
cas con las células de soporte y con la matriz extra-
celular mediante la formacion de uniones adherentes
mediadas por cadherinas, cateninas, integrinas, se-
lectinas y sus ligandos, moléculas de adhesion, re-
ceptores para factores de crecimiento y quimioquinas,
etc.?!. Asimismo, participa en la secrecién de diversos
factores solubles como mecanismos de interaccion
celular no mediados por adhesion (Wnt/frizzled, Notch/
Delta-Jagged) que contribuyen a la movilidad res-
tringida de la CT y a la adopcion de un estado
quiescente o la adquisicion de un estado activo den-
tro del nicho?>23,

Normalmente estas células son multipotentes, ya
gue tienen cierto compromiso para formar células del
tejido en donde se encuentran. Este tipo celular se ha
identificado en diversos 6rganos, como el cerebro, la
médula ésea, el musculo esquelético, la piel, el intes-
tino, etc. Sin embargo, su numero es muy limitado y
son dificiles de localizar y aislar; ademas, su rango de
diferenciacion esta limitado al tipo celular del tejido
donde se derivaron, como se ha mencionado anterior-
mentg?429,

Debido a los inconvenientes mencionados sobre
la obtencion y utilizacion tanto de las CTEh como
de las CTA, los investigadores han buscado fuen-
tes alternas como los tejidos extraembrionarios hu-
manos.



G. Garcia-Lopez, et al.: Células troncales en el epitelio amniético humano

P Epitelio
Membrana basal

Capa compacta

Capa esponjosa

Membrana basal

Trofoblastos

Figura 1. Corte semifino (1 um) de la membrana fetal humana de 40 semanas de gestacion obtenida mediante cesdrea programada,
incluida en EPON y tefida con azul de toluidina al 0.5%. Corte transversal en que se distinguen las dos regiones que la constituyen:
amnios y corion (20X). (Modificada de la Tesis de Maestria de Guadalupe Garcia-Lépez, UNAM, 2007).

Tejidos extraembrionarios humanos

Los tejidos extraembrionarios estan compuestos
por la placenta, el cordon umbilical y las membranas
fetales. La placenta a término pesa entre 400 y 600 g2,
y tiene una forma discoidal, con un didmetro de 15-20 cm
y un grosor de 2-3 cm. Presenta dos caras: una de
origen fetal orientada hacia la cavidad amnidtica, lla-
mada placa corionica e integrada por el amnios y el
corion, y la placa basal, formada por las deciduas
(basal y parietal) de origen materno®-?. Acttia como
una interfase entre la madre y el feto, involucrada en
el intercambio de gases, nutrientes y productos de
desecho. Ademas, funciona como un 6rgano endocri-
no que produce hormonas y factores de crecimiento
que regulan tanto el crecimiento fetal como la fisiologia
materna®. Por lo que se refiere al cordon umbilical,
esta compuesto por un tejido conectivo mucoso deno-
minado gelatina de Warthon que se extiende entre el
epitelio amnidtico y cubre los vasos umbilicales. Su
funcién principal es evitar la compresion, torsion y
flexion de dichos vasos, los cuales proveen el flujo
sanguineo bidireccional entre la circulacion materna y
fetal®. Finalmente, las membranas fetales estan cons-
tituidas por dos membranas que se encuentran ado-
sadas, la amniotica y la del corion (Fig. 1).

Membranas fetales humanas

La membrana amnidtica es una estructura biolégica
translicida que no tiene nervios, musculos 0 vasos
linfaticos. El grosor del amnios varia de 0.02 a 0.5 mm
y consiste en tres capas histolégicas: capa epitelial,
membrana basal y tejido mesenquimal avascular. La
capa interna, adyacente al liquido amnidtico, esta
constituida por un manto homogéneo de células cu-
boides firmemente fijadas a la membrana basal, la cual
a su vez esta unida a una capa acelular compuesta
de colagenatipo I, Il'y V. Por fuera de ésta, se encuen-
tra un recubrimiento de células estromales de tipo fi-
broblastos y escasos macrofagos, incrustados en una
malla de fibras reticulares. Mas externamente, se en-
cuentra una capa muy variable en espesor, que es la
capa intermedia o esponjosa, rica en elastina, proteo-
glicanos hidratados (especialmente perlecan), gluco-
proteinas y fibras de colageno tipo lll, que separan el
amnios del corion. Por lo que se refiere al corion, es
la zona histolégica mas gruesa de las membranas
fetales y tiene mayor celularidad que el amnios. La
porcion final del corion se interdigita con la decidua
uterina.

En particular, las CEAh tienen microvellosidades en
su superficie apical y presentan tanto una funcion
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secretora como de transporte intra y transcelular. Asi-
mismo, se ha descrito un nucleo grande irregular con
organelos intracitoplasmaticos y vesiculas pinociti-
cas. Una de las funciones bésicas de las CEAh es
proporcionar al embrién en desarrollo un ambiente en
suspension, en el cual el embrion pueda crecer libre
de la presion de las estructuras que rodean su cuerpo
y protegido contra la desecacion. Asimismo, se han
descrito multiples funciones metabdlicas, tales como
el transporte de agua y materiales solubles y la pro-
duccién de factores con una funcién biolégica espe-
cifica, incluyendo péptidos vasoactivos, factores de
crecimiento y citosinas®!. Finalmente, y de manera
interesante, se ha sugerido la presencia de CT en las
CEAh, como se describira mas adelante.

Desarrollo embrionario del epitelio
amniotico humano

A diferencia de otras estructuras que conforman la
placenta, el amnios se origina alrededor del octavo dia
después de la fertilizacién, antes de que se dé la
gastrulacion. En este periodo el blastocisto se encuen-
tra implantado en el estroma endometrial y la masa
celular interna se diferencia en dos capas: una de
células cuboides (hipoblasto) y otra de células cilindri-
cas (epiblasto). A partir del epiblasto se originan las
tres capas embrionarias que conforman el embrién,
mientras que el hipoblasto dara origen al endodermo
extraembrionario®. Dentro del epiblasto aparecera
una pequefa cavidad (cavidad amnidtica), cuyas cé-
lulas adyacentes (amnioblastos) formaran el epitelio
amnidtico. El desarrollo del amnios a partir del epiblas-
to es muy importante, ya que sugiere que este tejido
puede contener una poblacién de CT®33,

Derivaciéon y mantenimiento
de las CEAh in vitro

Se han reportado diferentes protocolos en la litera-
tura para la derivacion de las CEAh in vitro. De mane-
ra general, éstas se obtienen a partir de placentas a
término de 38-39 semanas de gestacion mediante
cesérea electiva, bajo consentimiento informado. Es
importante destacar que las mujeres no deben presen-
tar trabajo de parto, ruptura prematura de membranas,
corioamnioitis 0 anormalidades cromosdmicas para la
donacion del tejido. Los protocolos para el aislamien-
to de CEAh consisten en separar mecanicamente la
membrana amniotica del corion, lavarla con una solu-
cion amortiguadora, posteriormente incubarla a 37 °C

con tripsina a diferentes tiempos y distintas concentra-
ciones®®+40 o tilizando dispasa 1.2 U/ml y raspando
el tejido para remover las células®. Una vez obtenidas
las CEAh, se cultivan a distintas densidades por cm?
qgue van desde 6 x 10 hasta 1 x 105 en medio
Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium (DMEM) suple-
mentado y en presencia de factor de crecimiento epi-
dérmico (EGF) a una concentracion de 10 ng/ml3741:42,
Cabe mencionar que la composicién de este medio es
muy similar al utilizado en CTE*344,

Finalmente, se ha reportado la obtencion de CEAh
en medio libre de xenocontaminantes (libre de deriva-
dos animales), pensando en su posible aplicacion en
la clinica. De esta forma se han empleado reactivos
modificados, los cuales incluyen como solucién de
digestion a Trypzean (no contiene contaminantes ani-
males encontrados tradicionalmente en la tripsina bo-
vina o porcina) y medio EpilLife (medio basal libre de
suero)*.

Marcadores moleculares y de superficie
celular presentes en las CEAh

Las CEAN, al ser tefiidas con hematoxilina-eosina en
condiciones in vitro, presentan una apariencia homo-
génea®*6. No obstante, se ha descrito que estas cé-
lulas expresan un fenotipo heterogéneo al determinar
los marcadores de membrana, con diferentes grados
de expresion antigénica, lo que estaria indicando la
existencia de subpoblaciones celulares, probablemen-
te de CT conjuntamente con células mas diferencia-
das. De esta forma, las células expresan una gran
variedad de antigenos de superficie (Tabla 2).

De manera interesante, expresan marcadores mole-
culares asociados con las CTE como Oct-4, Sox-2,
Nanog, reduced expression 1(Rex-1), fibroblast growth
factor-4 (FGF-4), cryptic family 1 (CFC-1), develop-
mental pluripotency-associated protein 3 (DPPA-3). y
c-kit>35:3747 Estos factores de transcripcion desempe-
fAan un papel importante a la hora de mantener el
estado pluripotente de las células, a través de redes
complejas entre ellos*49. Asimismo, se ha reportado
que las CEAh cultivadas in vitro son positivas a la
enzima fosfatasa alcalina tejido inespecifica (marcador
de CTE)®. Finalmente, se ha demostrado que las
CEAh expresan niveles bajos o moderados de los an-
tigenos polimdérficos HLA A-B-C (clase la), carecen de
HLA-DR (clase II)*' y expresan HLA-G®°, datos que
pueden explicar el bajo poder inmunogénico de la
membrana amniética humana vy la falta de rechazo
cuando es trasplantada®'%2,
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Tabla 2. Expresion de antigenos de superficie presentes en
las CEAh

Referencia Antigeno en CEAh

Miki, et al.%, CCR-4, CD117 (c-kit), CD24, CD324

Raisanen, (E-cadherina), CD338 (ABCG-2), CD49f,

et al.®® CD54 (ICAM-1), CD9, SSEA-3, SSEA-4,
TRA-1-60, TRA-1-81

llancheran, CD90, SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60,

etal® TRA-1-81

Minas, et al.’”®  GCTM-2, SSEA-4

Parolini, et al.”"  CD10, DC105, CD117 (c-kit), CD13,
CD140b, CD166 (ALCAM), CD29,
CD324 (E-cadherina), CD44, CD49e,
CD73, CD90, GTM-2, SSEA-3, SSEA-4,

TRA-1-60, TRA-1-81

Banas, et al.’”?  ¢-met, CD24, CD29, CD324
(E-cadherina), CD338 (ABCG-2), CDO,

SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81

Stadler, et al.”® CD54 (ICAM-1)

Bilic, et al.® CD166 (ALCAM), CD44, CD49d, CD73,

SSEA-3, SSEA-4
Fatimah, et al.’* CD44, CD73, CD9

Murphy, et al.# CD1b, CD10, CD26, CD29, CD34,
CD45, CD46, CD55, CD58, CD29,
CDe3, CD73, CD77, CD81, CD90,
CD91, CD95, CD98, CD104, CD108,
CD109, CD142, CD147, CD151, CD164,
CD166, CD227, EGFR, fll-R, HLA-ABC,

HLA-DQ
Pratama, E-cadherina, CD49f, CK7, EpCAM,
et al.4! vimentina, CD44, CD105, CD90, CD146,
CD29, HLA-ABC, CD40
Maguire, SSEA-1, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81
etal’®

CCR-4: receptor de quimiocina tipo 4; CD: grupo de diferenciacion; GCTM-2:
marcador tumoral de células germinales; CK7: citoqueratina 7; EGFR: receptor
del factor de crecimiento epidérmico; HLA: antigeno de leucocitos humano.

Adicionalmente, las CEAh, al ser cultivadas in vitro,
expresan marcadores especificos de cada una de las
tres capas embrionarias. Por lo que respecta al ecto-
dermo, se ha localizado nestina, proteina asociada a
microtUbulos (MAP-2), proteina de neurofilamentos
intermedios, proteina acida glial fibrilar (GFAP) y eno-
lasa especifica de neuronas®”. Los marcadores del
endodermo son: proteina 4 de union a globin transcrip-
tion factor (GATA) (GATA-4), factor nuclear de hepa-
tocitos 3p (HNF-3p), a-fetoproteina y transportador de
glucosa (GLUT-2). Finalmente, los marcadores del
mesodermo son: péptido natriurético atrial, miosina

de cadena pesada y ligera, actina, etc., todos ellos
relacionados con el linaje cardiomiocitico®”. Estos datos
en conjunto sugieren la naturaleza del estado pluripo-
tente de las CEAh, asi como su gran heterogeneidad.

Pruebas de pluripotencia en las CEAh

Como se ha mencionado, existe una serie de prue-
bas de laboratorio para demostrar la naturaleza
pluripotente de las CT. En el caso de las CEAh,
Tamagawa, et al., en 2004, fueron los primeros en
describir sus caracteristicas pluripotentes, al crear qui-
meras xenogeénicas in vitro a partir de células aisladas
del amnios humano con células embrionarias de raton,
y demostraron la contribucién de las CEAh a la forma-
cion de las tres capas germinales (endodermo, ecto-
dermo y mesodermo) mediante la formacion de cuer-
pos embrionarios®,

Asimismo, se ha reportado la capacidad de las CEAh
para formar colonias clonales (propiedad de las CTE)
en cultivos a baja densidad (30-50 células por cm?)>41,
No obstante, y a diferencia de las CTEh, estas células
no son capaces de formar teratomas: al ser inoculadas
a una densidad de 5 x 10° células en testiculos de
raton inmunodeficiente, no se report6 la formacion de
tumores después de 10 semanas®. De manera similar,
Miki, et al. inyectaron 1 x 106 CEAh en el higado y los
musculos de las piernas traseras de ratones severe
combined immunodeficiency (SCID); los animales fue-
ron revisados a los siete meses buscando cualquier
evidencia de crecimiento tumoral, pero los autores no
reportaron ningun hallazgo®. Estos datos demuestran
que la CEAh al ser inyectadas en el raton inmunodefi-
ciente no son capaces de formar teratomas, propiedad
que serfa de gran utilidad en la clinica, ya que uno de
los grandes problemas en la aplicacion de las CTEh
es la posible formacién de teratomas al ser trasplan-
tadas en estado indiferenciado.

No obstante la pérdida de la formacién de terato-
mas, las CEAh han sido diferenciadas in vitro hacia
derivados del endodermo, el mesodermo y el ectoder-
mo (Tabla 3). Cabe mencionar que las técnicas utili-
zadas para la determinacion del fenotipo deseado se
realizaron mediante reaccion en cadena de la polime-
rasa (PCR) e inmunocitoquimica.

Las CEAh como capa nodriza
de células pluripotentes

Las CEAh, a diferencia de las CTEh, no necesitan
un segundo tipo celular como capa nodriza para su
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Tabla 3. Diferenciacion in vitro de CEAh a células especializadas de las tres capas embrionarias

Linaje

Referencia

Endodermo

Mesodermo

Ectodermo

Miki, et al.3"

llancheran, et al.?

Células pancreaticas

Células pancreaticas

Cardiomiocitos

Miocitos

Células neurales

Células neurales

Células hepaticas

Kim, et al.%® -

Bilic, et al.® -

Murphy, et al.*® Células del epitelio pulmonar

Pratama, et al.*! Células del epitelio alveolar

Células pancreaticas
Células hepaticas

Marongiu, et al.”® Células hepaticas

Fant, et al.”” -

crecimiento. Se adhieren al plastico y a frascos cubier-
tos con membrana basal u otros materiales en medios
convencionales, como ya se ha comentado. No obs-
tante, se han propuesto como un nicho sustituto para
el mantenimiento de CT de diferentes origenes®. De
esta manera, se ha demostrado que las células epite-
liales limbales®, las CT derivadas del epiblasto
(EpiSC)%8, las iPSC57%8 y las células troncales prove-
nientes de la espermatogonia (CTS)* son cultivadas
de manera exitosa usando CEAh como sustrato de
cultivo. En el caso particular de las CTS, la expresion
de Nanog y Oct-4 es mas alta en células cultivadas
sobre CEAh que en aquéllas cultivadas en MEF o con
otro tipo celular®®. Asimismo, el grupo de Lai utilizo las
CEAh para mantener en estado indiferenciado CTE
murinas, y reportaron que las CTE expresaban 3-5
veces mas FGF, Oct-4, Nanog, Sox-2 y Rex que las
células sembradas en MEF, mediante la técnica de
transcripcion reversa seguida de la reaccién en cade-
na de la polimerasa (RT-PCR) en tiempo real; los au-
tores sugirieron que estos efectos pudieron deberse a
la produccion del leukemia inhibitory factor (LIF)®'. Por
otra parte, Liu, et al. reportaron la obtencién de iPSC
humanas sobre CEAh, efecto mediado por el mi-
cro-ARN-145 al incrementar los niveles de Sox-2 en las
células reprogramadas®’.

Osteocitos
Adipocitos
Cardiomiocitos

Adipocitos Células neurales
Osteocitos

Condrocitos

Osteocitos -
Miocitos
Adipocitos

Células neurales
Células gliales

Osteocitos
Adipocitos

Osteocitos -
Condrocito

Cardiomiocitos -

Propiedades antiinflamatorias,
antimicrobianas y de baja respuesta
inmunolégica de las células derivadas
de la membrana amniética

Las células derivadas del amnios han sido conside-
radas como un tejido ideal para el alotransplante, con
base en sus efectos antiinflamatorios y de baja res-
puesta inmunolégica. Se ha reportado que las
CEAH expresan varios marcadores antiangiogéni-
cos y proteinas antiinflamatorias, como el antagonista
del receptor a interleucina 1, inhibidores de las me-
taloproteasas 1, 2, 3 y 4 e interleucina 102, Asimis-
mo, suprimen las isoformas del factor de crecimiento
tumoral B y a su receptor tipo Il, lo cual desencadena
el depdsito de colageno en el sitio de la lesién y la
fibrosis®,

También se ha descrito que las p-defensinas son
un grupo de péptidos antimicrobianos secretados
por las células epiteliales de las mucosas y del am-
nios, las cuales son una parte integral del sistema in-
mune innato®,

Por lo que se refiere a la baja respuesta inmunolé-
gica, no se han reportado signos de rechazo cuando
la membrana amnidtica ha sido trasplantada en volun-
tarios sin enfermedad adyacente®®. Por otra parte, las
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células del amnios expresan el antigeno no polimdrfico
HLA-G, pero carecen de los antigenos polimorficos
HLA-A, B (clase A) y HLA-DR (clase B)%. Esta carac-
teristica les confiere una ventaja inmunolégica al dis-
minuir el riesgo de rechazo al ser trasplantadas.

Finalmente, cabe mencionar que la membrana am-
nidtica humana es una fuente biolégica, no costosa,
de matriz para cultivo celular. Asimismo, se ha des-
crito la expresion de varios factores de crecimiento
y citosinas (EGF, keratinocyte growth factor [KGF],
hepatocyte growth factor [HGF], basic fibroblastic
growth factor [bFGF], TGF-a, transforming growth fac-
tor-p [TGF-B-2], bone morphogenetic growth protein-4
[BMP-4], etc.)®".

Conclusiones

La informacion aqui presentada sugiere que las
CEAh tienen caracteristicas similares a las CT pluripo-
tentes, las cuales podrian ser excelentes candidatas
para el uso en terapias de reemplazo celular. Asimismo,
su derivacion no tiene problemas éticos, son células
que no forman teratomas al trasplantarse en estado
indiferenciado, no presentan respuesta inmune y pre-
sentan propiedades antiinflamatorias y antimicrobia-
nas. Sin embargo, queda mucho camino por recorrer,
ya que son células con poblaciones heterogéneas, y
los protocolos reportados para su aislamiento son di-
versos; por lo tanto, se requiere seguir investigando
para poder caracterizarlas.
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