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1. INTRODUCCION

En el mundo, las enfermedades musculoesqueléticas son la causa mas comun de dolor de
larga duracion y pérdida de habilidad, el tratamiento de estas condiciones representa en
Estados Unidos un costo estimado de 269.3 billones de délares por afio’, por otra parte en
paises en desarrollo, como Colombia, entre 10 y 15 millones de personas al afio sufren
lesiones dseas, discapacidades o inhabilidades como consecuencia de accidentes de trafico,

muchos de los cuales suceden en gente joven.

Es por esta razon que los defectos 6seos de gran magnitud, han representado un reto para la
cirugia reconstructiva, particularmente aquellos causados por trauma o por defectos
relacionados con infecciones. El uso de injertos de hueso autélogo ha sido considerado
como el estandar de oro para el tratamiento de este tipo de defectos?, sin embargo, este
procedimiento tiene varias desventajas dentro de las que se incluyen la limitada cantidad de
hueso disponible y la afeccion del sitio donador, ademas del alto grado de reabsorcion del
injerto autdlogo, lo que hace necesario tomar cantidades adicionales de hueso para mejorar

el éxito del procedimiento.>*

Recientemente la regeneracion 6sea por ingenieria de tejidos ha sido considerada como una
alternativa a la técnica de injerto autélogo, las células madre mesengquimales (MSC) de

5,6,7

origen humano, han sido estudiadas para este fin>™’, debido a su mdltiple potencial de

diferenciacion dentro del que se encuentra el linaje dseo.

Las células madre mesenquimales se caracterizan principalmente por su capacidad de
adherirse al plastico en cultivo, expresién positiva de marcadores de membrana CD 105
CD73, CD90 y CD146 entre otros y ausencia de expresion de marcadores de superficie
CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79%%.

El marcador CD146 en las células madre se relaciona con diferencias en la localizacion in
situ, siendo mayormente expresado en células madre mesenquimales localizadas en la

region vascular®

La mayoria de las células madre adultas utilizadas tienen su origen en el tejido medular, sin

embargo, su uso ha sido limitado por la injuria que el procedimiento que su obtencidn



genera en tejidos sanos, y por la cantidad reducida de tejido que puede ser extraida, por
tanto, se han identificado poblaciones de células madre obtenidas de tejidos alternativos
como musculo, tejido adiposo, tejido conectivo®, la pulpa dental y el ligamento
periodontal.’ Las células madre de origen dental fueron aisladas inicialmente por Gronthos
y cols en el 2000*, posteriormente estas células fueron caracterizadas por expresar

marcadores de membrana similares a los de otras células madre mesenquimales®.

Adicionalmente, se ha reportado que las células madre provenientes de la pulpa poseen
capacidad osteogénica y condrogenica, mientras que las celulas madre provenientes del
ligamento periodontal tienen ademés la capacidad de diferenciarse a adipocitos™. Estas
caracteristicas multipotentes y la posibilidad de tener un acceso relativamente sencillo a
estas células, las convierten en un blanco atractivo para los estudios de diferenciacion,
particularmente hacia el linaje osteoblastico, en respuesta a las necesidades de alternativas

terapéuticas para los defectos 6seos orales'?.

A medida que se ha profundizado en el conocimiento sobre las MSC se ha encontrado que
la regidn anatdmica en la que éstas estan ubicadas, denominada nicho, regula su funcion
por medio de moléculas secretadas, de superficie, sefiales mecénicas, arreglos espaciales y
condiciones metabdlicas particulares; estos factores activan cascadas de sefializacion

intracelular que definen el linaje de diferenciacion de las MSC™®,

En condiciones de cultivo, la diferenciacién de las MSC hacia el linaje osteogénico ha sido
ampliamente probada'®. Los suplementos mas comunes para la diferenciacion hacia el
linaje 6seo incluyen la dexametasona, glucocorticoide sintético que induce efectos
transcripcionales de BSP, el &cido ascérbico, requerido para la hidroxilacion de residuos de
lisina y prolina del colageno y los b-glicerofosfatos, suplemento necesario como fuente de
fosfatos inorganicos’. Otros suplementos usados para la osteodiferenciacion incluyen la
melatonina por sus efectos sobre la expresién de proteinas como ALP y BSP en células
madre®®. Sin embargo adn no se ha establecido la combinacién éptima de condiciones de
cultivo y administracién de factores de crecimiento para dirigir la diferenciacion celular®, se
reporta por ejemplo que variaciones en la concentracion de dexametasona pueden detener la
diferenciacion de las células madre hacia el linaje osteogénico y que el acido ascérbico

puede presentar variaciones debido a su inestabilidad en condiciones estandar de cultivo®.



En esta forma surgen los siguientes interrogantes: ¢Existen diferencias en la respuesta de
células madre de origen dental a diferentes medios de osteoinduccién?,;Hay variaciones
entre la diferenciacion osteogénica de células madre aisladas de tejido pulpar y tejido
periodontal?, ;Existe diferencia entre el éxito de aislamiento de células madre de pulpa y
ligamento periodontal en diversos estadios de formacion radicular? ¢Maniobras previas
como la separacion celular para células madre con microperlas Milteyi Biotec mejoran la
recuperacion de células madre obtenidas de ligamento y pulpa dental? La respuesta a estas
preguntas ayudara a encontrar medios de diferenciacion osteogénica mas eficaces para el
manejo de células madre provenientes de tejidos dentales. Este conocimiento permitira en
un futuro emplear esta alternativa para la regeneracion tisular, ya que se considera que
existe un gran potencial en esta area de investigacion para resolver problemas clinicos que
aquejan a la poblacion general como los defectos dseos tanto en cavidad oral como en el

resto del organismo.

El propdsito de este estudio fue obtener células madre de pulpa y ligamento periodontal de

individuos sanos y someterlas a diferentes medios de osteodiferenciacion.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL:

Comparar la capacidad de osteodiferenciacion de células madre aisladas de pulpa y
ligamento periodontal de terceros molares cultivadas con diferentes medios de

osteodiferenciacién

2.2. OBIJETIVOS ESPECIFICOS:
- Aislar células madre de pulpa y ligamento periodontal de terceros molares.

- Caracterizar fenotipicamente las células aisladas de pulpa y ligamento
periodontal y comparar esta caracterizacion con la obtenida mediante células

separadas con el sistema microbreads (Milteny Biotec)

- Evaluar diferencias en la capacidad de diferenciacion osteogénica entre células
provenientes de pulpa y ligamento periodontal

- Evaluar diferencias en la osteodiferenciacion de las muestras obtenidas con

diferentes medios de cultivo



3. MARCO TEORICO

3.1. GENERALIDADES

Células Stem, Células madre o celulas troncales, son términos ampliamente usados para
describir un gran variedad e células de diversas fuentes, que tienen la capacidad de auto
renovarse para producir nuevas células madre con caracteristicas similares a las de la célula
original, diferenciarse en diversos tipos celulares especializados™® e, in vivo, reconstruir un

tejido determinado.*’
Las células madre pueden ser divididas en categorias:
3.1.4 Células madre embrionarias (EP):

Son células pluripotenciales, derivadas de la masa celular interna del blastocisto, un estado
temprano del embrién de los mamiferos', en humanos, este estado ocurre 5 a 6 dias
después de la fecundacién y en ratones de 3 a 4 dias; éstas células, son capaces de
diferenciarse virtualmente en cualquier tipo celular y de autorenovarse indefinidamente en
un estado indiferenciado;™ las células embrionarias, fueron obtenidas inicialmente del raton
(1981')y posteriormente de blastocistos de primates y humanos en 1998%, las lineas
celulares obtenidas de estas células, han sido mantenidas en cultivo por mas de 300 a 400
pases, y al ser inyectadas en un blastocisto muestran la capacidad de diferenciarse en
formas maduras y funcionales de células de las tres capas primarias embrionales

(ectodermo, endodermo, y mesodermo)*”.

Estas células difieren de las células totipotenciales en que no pueden formar tejidos
placentarios y adicionalmente, no pueden formar un embrion viable sin contribuciones de
otros tipos celulares, el embridn del mamifero es totipotencial hasta el estado de 16 células,
después de esto las células de la mérula se diferencian en destinos definidos. Por otra parte,

el término de células con multipotencialidad, es aplicado a células que tienen el potencial



de diferenciarse en dos o mas tejidos pero no necesariamente forman maultiples capas

embrionarias.?

Algunas de las desventajas para el uso de estas células incluyen los obstaculos éticos que
supone la destruccion del embridn para obtenerlas, especialmente en investigaciones en
humanos, el riesgo de formacion de tumores y la dificultad para controlar el crecimiento y
diferenciacion; adicionalmente, el uso de materiales como suero fetal bovino requeridos

para su cultivo generan una barrera para la utilizacion terapéutica en humanos.
3.1.2. Células madre pluripotenciales inducidas (Ips)

Estas células son derivadas de células adultas no pluripotentes, que son artificialmente
transformadas en células pluripotentes, tedricamente, cualquier célula somatica puede ser
utilizada para este fin'®; esta reprogramacién de las células para que tengan un
comportamiento similar a la de las células madre embrionarias tiene lugar por un

incremento artificial de la expresion de genes especificamente pluripotentes?:.

Los métodos utilizados para realizar esta transformacion artificial de células adultas,
incluyen técnicas de transfeccion con retrovirus, adenovirus o lentivirus que inducen la
activacion de oncogenes en las células candidatas, también han sido descritas técnicas por
expresion de plasmidos para inducir genes pluripotentes pero las colonias obtenidas con
este método suelen ser ineficientes. Recientemente, se han realizado avances en la
utilizacion de mRNAs modificados para reprogramar células adultas, este ultimo método,
puede constituirse en el método mas seguro y eficiente de reprogramacion de células

adultas®.

Los perfiles de expresion de las celulas madre pluripotenciales inducidas y las células
embrionarias, son muy similares, al igual que las caracteristicas de crecimiento, las
modificaciones epigenéticas y el potencial de diferenciacién; sin embargo, existen algunas
diferencias que sugieren que la reprogramacion de las células es incompleta,

adicionalmente, este proceso esté asociado a una alta tasa de formacion de tumores®.
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3.1.3. Células madre fetales

Este grupo se caracteriza porque el origen de las células madre estd en el feto 0 en
estructuras extra embrionarias de origen fetal (fluido amniotico, membrana amnidtica,
cordén umbilical, placenta, jalea de Wharton) **, EI cordén umbilical (UC) ha sido utilizado
como una fuente alternativa de células madre hematopoyéticas, células progenitoras y
células madre mesenquimales, se ha reportado que células estromales primitivas aisladas
del corddn umbilical y la jalea de Wharton pueden ser diferenciadas en tipos celulares
como osteoblastos, condrocitos, adipocitos, cardiomiocitos y neurocitos; adicionalmente, se
ha encontrado que las células obtenidas de este origen, expresan marcadores celulares
similares a los de las células madre mesenquimales como CD13, CD29, CD44, CD73,
CD90, CD105,CD146, y una capacidad de proliferacion invariable incluso después de 30
pases.® Sin embargo, estas células, muestran una capacidad de diferenciacion restringida

hacia algunos linajes, particularmente hacia el linaje adipogénico®®.

La facilidad relativa para acceder a estas células y la alta proliferacién las convierte en un
buen recurso para la medicina regenerativa, considerandolas un intermedio operacional

entre células madre embrionarias y células madre adultas®’.
3.1.4. Células madre adultas (SSC)

Estas células somaticas multipotentes, se encuentran en tejidos diferenciados y su funcion
es mantener y regenerar los tejidos dafiados remplazando las células perdidas®®. Si bien la
mayoria de estas células cumplen con las caracteristicas de auto renovacion y habilidad
para diferenciarse a maltiples linajes, el grado en el cual estas caracteristicas se presentan

es menor que el reportado para células madre embrionarias®.

Algunos ejemplos de este tipo de células son las células madre mesenquimales, células

madre hematopoyéticas y celulas madre endoteliales.
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3.2. CELULAS MADRE MESENQUIMALES

Son células somaticas provenientes de tejidos mesenquimales que  cumplen las
caracteristicas generales de las células madre de autorenovacion y mdaltiple diferenciacion
en linajes mesenquimales (tejido conectivo esquelético, hueso, cartilago, estroma de
medula y adipocitos), estas células fueron inicialmente identificadas en médula Gsea pero
posteriormente fueron aisladas de musculo, tejido adiposo y tejido conectivo dentro del que

se ubican la pulpa y ligamento periodontal de adultos humanos?.

Adicionalmente, las MSC tienen interacciones especiales con el sistema inmune, esto
debido al bajo nivel de expresidon de complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) 1y a la
ausencia de expresion de MHC I, caracteristicas que las protegen de la accion de las

células natural killer?®.

Las MSC tienen un efecto en la proliferacion de células T y B que una vez activadas,
pueden ser detenidas en la fase GO/G1 del ciclo célular por accién de factores solubles y
contactos célula-célula inducidos por las MSC; algunos de los factores solubles
involucrados son interferén-c, interleuquina 1b, TGF-B1 entre otros; adicionalmente, las
MSC expresan TLR receptores (TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5), la unién de TLR3 y
TLR4 con sus ligandos naturales puede suprimir la actividad inmunomodulatoria de las
MSC?.

El potencial terapéutico de las células madre mesenquimales ha incrementado su interés en
una amplia variedad de disciplinas, por esta razon el comité de células madre y tejidos
mesenquimales de la sociedad internacional de terapia celular propone unos criterios

minimos para definir las células madre mesenquimales humanas:

1. Deben ser adherentes al plastico cuando se mantienen en condiciones estandar de
cultivo; si bien la adhesién al plastico no es una propiedad altamente especifica,

excluye el linaje hematopoyetico existente en la cavidad medular, otros tipos

12



celulares mas diferenciados que pueden encontrarse en las muestras para
aislamiento de células madre mesenquimales son incapaces de expandirse in vitro
durante varios pases, resultando en un predominio de células madre al final de la

preparacion.*

2. El 95% de las células deben expresar los marcadores CD 105, Cd 73 y CD 90
medidos por citometria de flujo y menos del 2% expresar los marcadores CD 45,
CD 34, Cd 14, Cd 11b, CD 792 CD19 y marcadores HLA-DR de superficie

3. Deben diferenciarse in vitro a osteoblastos adipocitos y condroblastos.

3.21. MARACADORES DE MEMBRANA DE CELULAS MADRE
MESENQUIMALES

CD 105 es conocido como endoglin, una glicoproteina homodimérica transmembranal que
es altamente expresada en células endoteliales y que actia como un co-receptor de TGF-p,
lo que regula en las células endoteliales la proliferacion y la angiogenesis®, esta proteina es

expresada en células madre hematopoyéticas, mesenquimales y neurales®.

CD 73, conocida como ecto 5’ nucleotidasa, el segundo marcador requerido para la
caracterizacion de MSC, es una enzima localizada en la superficie celular de varios tipos
celulares como linfocitos y células madre, encargada de catalizar la desfosforilacién
extracelular de la purina y pirimidina ribo y desoxiribonucleosidos monofosfatos a los

correspondientes nucleosidos®.

Por otra parte CD 90 (Thy-1) es una proteina de superficie de 25-37 kDa anclada al
glicosilfosfatidilinositol, involucrada en la activacion de células T, apoptosis, supresion de
tumores, cicatrizacion y fibrosis, expresada en varios tipos celulares incluyendo

fibroblastos, células endoteliales, neuronas y células hematopoyéticas?.
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Otros marcadores frecuentemente usados para caracterizar células madre son Stro-1,
proteina de superficie celular expresada por células estromales de la médula 6sea® y CD
146, molécula de superficie celular perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobulinas
expresada en células endoteliales humanas. Las células madre mesenquimales CD 146+
pueden secretar factores de crecimiento que modulan la funcién de las células madre
hematopoyéticas; la expresion de este marcador en células madre mesenquimales, esta
relacionada con diferencias en la localizacion in situ y concentraciones microambientales
de oxigeno, siendo mayormente expresado en células madre mesenquimales localizadas en

la region vascular®.

Para asegurar que las MSC estudiadas no sean confundidas con otros tipos celulares, se
recomienda que estas células carezcan de la expresion de antigenos hematopoyéticos como
CD 45 (marcador pan-leucocitico), CD 14, CD 11b (predominantemente expresadas en
monocitos y macréfagos)®* y CD 34 (marcador de progenitores hematopoyéticos y células
endoteliales), sin embargo, se encuentran reportes de células madre mesenquimales

positivas para este Gltimo marcador, particularmente las células positivas para Stro-1%.

Teniendo en cuenta la heterogénea poblacion de MSC que puede ser obtenida, se han
desarrollado métodos para estandarizar su aislamiento, uno de ellos es el método de
separacion celular, Milteyi Biotec que mediante el uso de microperlas (particulas
magnéticas acopladas a anticuerpos) puede seleccionar subpoblaciones celulares especificas
en forma positiva. Después de esta separacion las células seleccionadas pueden ser usadas

para expansion y cultivo entre otras®.
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3.3. DIFERENCIACION

En un intento por simular los estimulos que conducen a la diferenciacion de las células
madre, se han desarrollado diferentes medios de cultivo, que al interactuar con las MSC

determinan el tipo de diferenciacion de las mismas:
Diferenciacion adipogénica

El proceso de diferenciacion hacia células adiposas es inducido generalmente por
suplementos que incluyen Dexametasona, insulina, indometacina y 3-isobutil-1-metil-
xantina. Esta diferenciacion es caracterizada por una secuencia de eventos durante los
cuales los preadipocitos se dividen hasta lograr confluencia, cuando han sido
diferenciados, se convierten en células esféricas que expresan varios tipos de proteinas
de matriz extracelular dentro de las que se encuentran fibronectina, laminina y colageno
tipo 1,3,4,5y 6°,

Los marcadores moleculares tempranos de diferenciacion adipogénica son lipasa
lipoproteina y la cadena 2 del colageno tipo 6; mientras que leptina, FABP4 y
adiponectina son expresadas durante etapas posteriores. En etapas finales, los adipocitos
diferenciados se caracterizan por el acumulo de vacuolas intracelulares ricas en lipidos

que pueden ser tefiidas con Red O°.

Diferenciacion condrogeénica:

Las condiciones para diferenciacion condrogénica de las MSC incluyen un estrecho
contacto célula-célula y la administracion de suplementos que incluyen dexametasona,
acido ascorbico, TGFB, BMP, factor de crecimiento fibroblastico y factor de
crecimiento insulinico. Durante el proceso de diferenciacion las MSCs adquieren una

forma redondeada, la matriz extracelular se caracteriza por una red de colageno

15



(predominantemente tipo I1) y la agregacion de proteoglicanos y glicosaminoglicanos

de alto peso molecular que pueden ser detectados por la técnica de Alcian Blue®.

A nivel molecular, tempranamente, el factor de transcripcion SRY (sox9) controla la
expresion de los genes de colageno tipo 2, 9, 10, 11 y agrecan; por unién del promotor

de estos genes®.
Diferenciacion osteogénica:

El método clésico para la osteo diferenciacion consiste en incubar las células madre en
una monocapa confluente con combinaciones de dexametasona (dex), b-glicerol fosfato
(b-GP) y acido ascérbico por varias semanas, también se han reportado combinaciones
de Viamina D3, TGFb y BMPs®.

Dex, es un glucocorticoide sintético que ha demostrado ser un requerimiento esencial
para la diferenciacion de las MSCs en células osteoprogenitoras®*; si bien los
mecanismos de accion de Dex en la diferenciacion de las células madre no han sido
totalmente dilucidados, se ha encontrado que induce efectos transcripcionales (de BSP
por ejemplo) al unirse a elementos de respuesta a glucocorticoides en la region

promotora del gen BSP?,

Adicionalmente Dex favorece la expresion de integrina A5 y la molécula TAS, las
cuales se han visto relacionadas con la diferenciacion osteoblastica por activacion de la

transcripcion de los genes dependientes de Runx-2'.

Estudios realizados para evaluar la concentracion ideal de Dex para osteoinduccién
reportan que la concentracion ideal es 10nM correspondiente a su concentracion
fisiologica, a mayores concentraciones, Dex inhibe la diferenciacion osteoblastica y
conduce a una osteoporosis inducida; en adicion la proliferacion es negativamente
afectada, principalmente debido al efecto inhibitorio de los glucocorticoides en la

sintesis de colageno®.
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Por otra parte, b-GP funciona como una fuente importante de fosfatos inorganicos que
son esenciales para la mineralizacion de la matriz, b-GP es hidrolizado enziméaticamente
por la fosfatasa alcalina convirtiéndose en la fuente primaria para las células madre
mesenquimales para formar depésitos CaP in vitro®*; usualmente son usadas

concentraciones de 5 -10nM para osteodiferenciacion de MSCs?®.

El acido ascorbico, juega un papel fundamental como cofactor para la hidroxilacion de
los residuos de lisina y prolina en el colageno. Recientes estudios muestran que la
presencia de asc-2-p en el cultivo de MSCs sobre regula la expresion de los genes
relacionados con el ciclo celular y mitosis, mientras que la ausencia de Asc-2-P
conduce a la reducida expresion de fosfatasa alcalina y a la inhibicién del acumulo de
calcio. usualmente, se usan concentraciones entre 50 a 500 1M para la osteoinduccion
de MSCs?.

Otros suplementos como la melatonina, han demostrado también la habilidad de
promover diferenciacion de células pluripotentes al linaje osteoblastico, evaluado por su
efecto en el incremento en los niveles de expresion de varios genes, incluida la
sialoprotefna 6sea y la fosfatasa alcalina®, cuando esta es utilizada en concentraciones
de 50nM*,

Cuando las MSCs son diferenciadas a células osteoblasticas adquieren una forma
cuboidal, producen matriz extracelular compuesta principalmente por colageno tipo | y
en un estado posterior forman ndédulos o agregados que pueden ser tefiidos
positivamente por las técnicas de rojo alzarin y von Kossa. Adicionalmente, se observa
un incremento de la actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina y el contenido de

calcio®®,

A nivel molecular, se observa la expresion de genes especificos de hueso que confirman
la osteodiferenciacion, algunos de los marcadores utilizados se encuentran resumidos en
la tabla |
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TABLA | Marcadores moleculares para evaluacion de

madre mesenquimales

osteodiferenciacion de células

AUTO | AL [COL |IGF |NURR |ZHX [JUN | OSTE |RUNX | Osteoc | Osteop | Osteon | PPA | BS
R P I BP-5|1 3 B RIX 2 alcina |ontina |ectina |Ay2 |P
Li JH, [ X [X X X X X
Liu ¥

Atari X | X X X

M 9

Mori X | X X X X X

G.38

Zhang | X |X X X

W. 39

Suehiro X X X

F. 40

Kim X | X X

Biman X X X X

B.42

Miraou | X [X X X

IH 43

Kristop X X X

her A.*

PoliniA | X X X
45

Schantt | X [X

- 46
I,

X EVALUADA POR EL AUTOR
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3.4. NICHO Y CELULAS MADRE

Las células madre, residen en microambientes altamente regulados llamados nichos,
estos microambientes formados por células estromales, nutren las células madre y les
permiten, mediante un didlogo constante mantener un balance de autorenovacion y

diferenciacion para favorecer la homeostasis tisular®’.

El nicho, por medio de moléculas secretadas y de superficie, sefiales mecanicas,
arreglos espaciales y condiciones metabolicas particulares, tiene la capacidad de regular
el destino final de las células madre definiendo su linaje de diferenciacion®®,
adicionalmente, puede generar estimulos apoptoticos que modifican el nimero de
células madres disponibles; esta interaccion protege a las células madre de sobre
produccién que si no es adecuadamente controlada puede conducir al desarrollo de

cancer®’

Bajo condiciones homeostaticas adecuadas, un nicho contiene unas pocas células madre
(dos o tres), con una alta capacidad de diferenciacion®®. Una célula madre individual
puede dar lugar a dos células hijas idénticas (division simétrica) o a dos células hijas no
idénticas, una manteniendo la identidad de la célula madre y la otra comenzando
diferenciacion de linaje (division asimétrica)*’ eventualmente, la célula hija que ha
comenzado su proceso de diferenciacion puede abandonar el nicho; la proliferacion y
diferenciacion de estas células depende en gran medida de la adhesion y comunicacion

entre ellas y las células estromales®.

Ejemplos importantes de las herramientas regulatorias del nicho sobre las células
madre, son los factores de crecimiento y citoquinas como ligandos Notch, proteinas
Wnt, BMP, entre otros, estos factores de regulacion celular se enfocan principalmente
en la conservacion del perfil de expresion genica de las células y su microambiente, una
parte importante de esta comunicacion es realizada extracelularmente via cascadas de
feedback en circuitos autocrinos o paracrinos que interactdan con la matriz extracelular

y las células adyacentes™.

19



Otro aspecto importante en la regulacion del nicho sobre las células madre, es la
interaccion célula-célula y célula-matriz extracelular; en particular para el sistema
hematopoyético moléculas de adhesion a matriz extracelular como cadherinas,
integrinas y ostoepontina han mostrado efectos en la regulacion de la funcién de las
células madre; adicionalmente, se ha sugerido que el arreglo espacial especifico de los
componentes de la matriz extacelular, la tension de oxigeno, y la concentracion de
glucosa, aminoacidos y metabolitos, también son factores relevantes en la funcién

reguladora del nicho™.
3.4.1 NICHO DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES

Las células madre mesenquimales, han sido encontradas en diferentes nichos, como
periostio, membrana sinovial y meédula 6sea, sin embargo, el conocimiento del nicho de
las células madre mesenquimales en sus tejidos de origen es muy pobre; se ha sugerido
que éstas se ubican en areas perivasculares de la médula dsea donde pueden estar en
cercana asociacion con las células madre hematopoyéticas (HSC) y ejercer una funcién

reguladora en la diferenciacién y multiplicacion de las mismas*’

La presencia de las MSC es necesaria para el mantenimiento de las HSC, ya que
secretan un rango de factores de crecimiento que puede modular la funcion de las
células hematopoyéticas.; en contraste, las HSC pueden inducir a las células madre
mesenquimales a diferenciarse en células de linaje osteoide®, sin embargo, estudios
recientes sugieren que el destino in vivo de las MSC es ampliamente determinado por
factores de crecimiento como IFN- y, TGF-B, PPARy y Wnt;*® IL-6 por ejemplo,
aparece como un elemento crucial para el mantenimiento del pool de MSC en medula
Osea y del soporte de las HSC; la hipdtesis actual de que las dos células madre adultas
(HSC y MSC) habitan en nichos comunes en la médula 6sea sugiere una regulacion
cruzada entre las células hematopoyéticas y mesenquimales, consecuentemente los

linajes de diferenciacion de ambos tipos celulares pueden estar relacionados®®,
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Por otra parte, se han desarrollado estudios para evaluar la influencia de los miRNA en
la diferenciacion de MSC, los miRNA, son un grupo pequefio de nucledtidos no
codificantes de RNA monocatenario que regulan la expresion de genes por unién con su
blanco: un RNA mensajero (MRNAS), lo que resulta en la represion traslacional del
MRNA o su degradacion. Recientemente, se ha encontrado que en MSC humanas, la
expresion disminuida de miR-138 se ha asociado con diferenciacion osteogénica y
adipogeénica, mientras que miR-204/211 y miR-637 han mostrado controlar el balance
entre diferenciacion osteoblastica y adipogénica, sin embargo, es necesario tener
presente, que el blanco vy la funcién bioldgica de los miRNAs es dependiente del
medioambiente celular, lo que ratifica la influencia del nicho en la diferenciacion de

células madre®.

3.5. CELULAS MADRE DE ORIGEN DENTAL.

La formacion embriolégica de los dientes, se caracteriza por una estructurada
interaccion de células ectodérmicas epiteliales y ectomesénquima originado por la
migracion de las células de la cresta neural®. Este tejido ectomesenquimal origina la
pulpa y el ligamento de los dientes tanto deciduos como permanentes, por sus
caracteristicas mesenquimales, al igual que todos los tejidos de este tipo alberga en
condiciones de normalidad células madre mesenquimales. Estas células fueron aisladas
inicialmente por Gronthos y cols(2000)*!, mediante digestién enzimética de tejido
pulpar; al andlisis inmunohistoquimico estas células mostraron marcadores similares a
las células mesenquimales extraidas de médula dsea. Estudios posteriores de este
mismo grupo confirman que estas celulas cumplen con los criterios necesarios para ser
caracterizadas como células madre, como la capacidad de diferenciarse a adipocitos,

células de la cresta neural y odontoblastos®?.

Existen dos métodos reportados en la literatura para el aislamiento de células madre
pulpares, el método de explantes y el de digestion enzimatica®®. El método de
explantes, consiste en la migracion de células desde fragmentos de tejido pulpar

(explantes) y la posterior adherencia a las superficies plésticas de cultivo®. El segundo
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método, se caracteriza por la digestion enzimatica de la pulpa y posterior

caracterizacion de las células basada en marcadores de superficie®.

Las células obtenidas por estos medios, tienen resultados favorables para la
diferenciacion osteogénica, condrogénica y adipogénica, otros tipos de células hacia las

que pueden diferenciarse incluyen células de musculo liso y neuronas®®.

Por otro lado, el primer reporte de presencia de células pluripotentes en ligamento
periodontal fue realizado por McCullock y cols en 1985, en un experimento realizado
en ratones. Posteriormente, la caracterizacion de estas células como células madre
mesenquimales fue confirmada mediante la expresién de marcadores de membrana, y
la capacidad de osteodiferenciacion hacia linajes osteogénicos, adipogénicos

condrogénicos®*".

Las células madre de ligamento periodontal han sido caracterizadas como positivas
para los marcadores CD 9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD49d, CD53, CD73, CD 90,
CD 105, CD106, CD146, Cd 166 y STRO-1°""° 8 Estos dos Gltimos marcadores,

sugieren una posible ubicacion perivascular.

Otras poblaciones de células madre de origen dental incluyen las SHED o células
extraidas de la pulpa de dientes temporales, SCAP o células extraidas de la papila
apical y DFSC o células extraidas del foliculo dental. Todas estas células cumplen con

los requisitos minimos para ser catalogadas como células madre™°.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. POBLACION Y MUESTRA

La Poblacion fue establecida como pacientes con indicacion terapéutica de extraccion de
terceros molares que acudieron a la Clinica de cirugia de la Pontificia Universidad

Javeriana.

Criterios de inclusion:

- Pacientes sistémicamente sanos

- Dientes sin enfermedad periodontal

- Dientes en cuyo procedimiento quirdrgico no haya sido necesaria la odontectomia
- Dientes con tejido pulpar y ligamento periodontal sano

- Dientes sanos con esmalte intacto

- Terceros molares con estadio radicular de nolla 8, 9y 10

Criterios de exclusion:

- Pacientes fumadores de 6 0 mas cigarrillos dia

- Pacientes menores de 13 afios y mayores de 40 afios

- Pacientes que estén consumiendo medicamentos o que hayan consumido
medicamentos en los Gltimos tres meses (ej. antinflamatorios, analgésicos, antibioticos,
corticoesteroides)

- Dientes en cuya exodoncia el instrumental (elevadores) haya alterado la integridad
del ligamento periodontal

- Erosiones atriccion bruxismo
El universo de pacientes que acudieron a la consulta durante el periodo de recoleccion de

la muestra fueron 150 pacientes, de estos, cumplieron con los criterios de inclusion

previamente descritos (50 pacientes) de los cuales fueron tomadas 30 muestras.

23



4.2.  PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION DE LA MUESTRA

Tercer molar erupcionado:

Antes de realizar el procedimiento quirdrgico se informé al paciente del alcance del
estudio y fue firmado el consentimiento informado previamente aprobado por el comité de
ética de la facultad de odontologia de la Pontificia Universidad Javeriana; posteriormente,
el paciente realiz6 un enjuague antiseptico con enjuague libre de alcohol y profilaxis sobre
el diente que iba a ser extraido, una vez realizados los procedimientos anestésicos
tronculares con lidocaina mas vasoconstrictor al 2% se procedié a la sindesmotomia,
luxacién y escision del diente cuidando que el elevador no sobrepasara el tercio medio

radicular del mismo.

Tercer molar incluido

Antes de realizar el procedimiento quirdrgico se informé al paciente del alcance del
estudio y fue firmado el consentimiento informado previamente aprobado por el comité de
ética de la Facultad de Odontologia de la Pontificia Universidad Javeriana; posteriormente,
el paciente realizO un enjuague antiséptico con enjuague libre de alcohol, una vez
realizados los procedimientos anestésicos tronculares con lidocaina mas vasoconstrictor al
2% se procedid a la incision, levantamiento del colgajo, osteotomia, luxacion y escision

del tercer molar.

4.3 TRANSPORTE

Inmediatamente realizada la escisién del tercer molar, este fue embebido en un frasco
estéril con medio de transporte (DMEM + 3% de antibiotico) y fue llevado al laboratorio en

un tiempo méaximo desde el proceso de la extraccién de 30 minutos haciendo uso de una

nevera de transporte y gel frio para mejorar la conservacién de la muestra.
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4.4 AISLAMIENTO Y FENOTIPIFICACION

En la cAmara de flujo laminar se tomé la muestra del tercio apical y medio del ligamento
periodontal mediante una hoja de bisturi # 15, esta muestra fue sometida a la accion de las
enzimas dispasa (0,4mg/ml) y colagenasa (0,3mg/ml) por 15 minutos para favorecer su
disgregacion; posteriormente los dientes fueron seccionados con pieza de alta con
abundante irrigacion y fresa zecria estériles, una vez seccionados, la pulpa fue extraida
mediante una cucharilla #5, esta muestra fue disgregada mecanicamente y sometida a la

accion de dispasa (0,1mg/ml) durante 15 minutos.

Los explantes disgregados tanto de pulpa como de ligamento periodontal, fueron colocados
en cajas de petri e incubados en condiciones estandar de CO2 (5%) y temperatura (37°C)
hasta permitir su fijacion en la caja, posteriormente se agregaron 5ml de medio DMEM
enriquecido con suero fetal bovino 10% vy antibidtico 1%; las cajas de Petri con las
muestras fueron incubadas en condiciones estandar hasta obtener migracion célular. Una
vez la migracion celular tuvo lugar las células fueron desprendidas mediante la accion de
tripsina y cultivadas en cajas independientes hasta 3 pases; posteriormente una alicuota de
cada muestra fue sometida a citometria de flujo para su caracterizacion mediante la
evaluacion de los anticuerpos CD90, CD 105, CD45, CD34 y STRO-1.

4.5 SEPARACION POR EL METODO DE MILTENYI
Para evaluar la efectividad del método separacion por microperlas Miltenyi biotec una
alicuota de las muestras fue sometida a la accion de dicha separacion y posteriormente

fenotipificada mediante citometria de flujo para evaluacion de los anticuerpos CD90, CD
105, CD45, CD34 y STRO-1
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4.6 OSTEODIFERENCIACION

Para la seleccion de los medios de osteodiferenciacion de las células se plantearon

inicialmente 5 medios de diferenciacion con las siguientes caracteristicas:

Medio 1: Control negativo: DMEM low Glucose adicionado de regulador de ph Hepes

Medio 2: Medio base: DMEM low Glucose adicionado de regulador de ph Hepes, 10% de
suero fetal bovino y 1% de antibidtico.

Dexametasona: concentracion de 100nM sigma

Acido ascorbico: concentracion 200uM sigma

B-Glicerofosfato: concentracion 10mM sigma

Melatonina: concentracion 50uM sigma

Medio 3:

Medio de osteodiferenciacion comercial StemPro Osteogénesis

Medio 4:

Medio base: DMEM low Glucose adicionado de regulador de ph Hepes, 10% de suero fetal
bovino y 1% de antibiotico.

Dexametasona: concentracion de 100nM sigma

Acido ascorbico: concentracion 200uM sigma

B-glicerofosfato : concentraciéon 10mM sigma

Medio 5:

Medio base: DMEM low Glucose adicionado de regulador de ph Hepes, 10% de suero fetal
bovino y 1% de antibiotico

Dexametasona: concentracion 100nM Stemcell Technologies

Ascorbato 2-fosfato: concentracion 50uM Stemcell Technologies

B-Glicerofosfato: concentracion 10mM stem cell Technologies
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Adicionalmente se utilizaron como control positivo osteoblastos de la linea Clonetics™

Normal Human Osteoblast Cell System de la casa comercial Lonza.

Las muestras de pulpa y ligamento previamente caracterizadas, fueron sembradas en pozos
de 10 cm para su posterior osteodiferenciacion constituyendo los siguientes grupos:
Figura 1: Esquema de protocolo de diferenciacion

Grupo P

Grupo L —

[origen ligam ento)
Control L
(Dmem incom pleto) RT ocrld d
RT par2l d
A RT ber 14 d
[medio 2)
RTnocr2l d
el
RT pcrld d (medio 3) RT pcrld d
FT pcr2l d
L
(medin4) RT pcrld d
RTocr2ld
-
(medio 5)
FT pcrld d
RTocr2ld

Las células fueron incubadas a 37°C con 5% de CO2 hasta alcanzar confluencia del 100%

{origen pulpa)

Control P
{Dm em incom pleto) RT perld d
FT per 2l d

FT perld d

2P
[medio 2)

RTpcrzld

FT por2l d

Tincién

4p
(medio 4)

FT per 14 d
RTpcrzl d

5P
{medio 5)

Tincién

FT por 14 d

RTpearzl d

en cada uno de los pozos, una vez obtenida esta confluencia se utiliz6 el medio indicado
para cada grupo cambiandose 2 veces por semana; un pozo de cada subgrupo de cada
muestra fue desprendido mediante la accion de tripsina al dia 14 y otro al dia 21 de cultivo;
los pellets obtenidos fueron almacenados a -70°C; el pozo restante de cada subgrupo se fijo

en el dia 21 de cultivo para posterior tincion con rojo alizarin.
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4.7 EVALUACION DE OSTEODIFERENCIACION

4.7.1 Tincion con rojo alizarin: un pozo de cada uno de los subgrupos de cada muestra
cultivado por 21 dias, fue fijado con formaldehido bufferado 4% y posteriormente tefiido

con rojo alizarin con el fin de evaluar los depositos de calcio

4.7.2 RT-PCR:
4.7.2.1 EXTRACCION DE RNA

Los pellets obtenidos en los dias de diferenciacion 14 y 21 de cada subgrupo de cada
muestra y un control positivo de osteoblastos de la linea Clonetics™ Normal Human
Osteoblast Cell System de la casa comercial Lonza, fueron procesados para extraccion de

RNA mediante el siguiente protocolo de extraccion:

Adicionar Proteinasa K 10ul a la muestra

Mantener la muestra con la adicion de Proteinasa K a 55°C durante 4 horas
Adicionar 750ul de Trizol, reposar durante 15 minutos

Adicionar 250ul de Cloroformo reposar en hielo durante 15 minutos
Centrifugar 10 minutos a 14000 rpm 4°C

Transferir la fase acuosa

Adicionar 500ul de Isopropanol

Adicionar 50ul de acetato de sodio 3M

Mantener a -70°C 12 horas

Centrifugar 20 minutos a 14000 rpm 4°C

Descartar sobrenadante

Adicionar 1ml de etanol 75%

Centrifugar 20 minutos a 14000 rpm 4°C

Descartar sobrenadante

Permitir evaporacion de liquido restante

Adicionar 30ul de agua DPEC
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Una vez obtenido el RNA de la muestra fue sometido a cuantificacion por nanodrop
4.7.2.2 RT-PCR

Una alicuota de concentracion de 200ng/ul de cada muestra fue sometida a la accion de
DNase I, Amplification Grade invitrogen (18068-015), posteriormente se realizd la
retrotranscripcion utilizando el Kit SuperScript™ [II Reverse Transcriptase de
invitrogen(18080-093); realizado este proceso se procedio a una nueva cuantificacion en
nanodrop Yy preparacion de las alicuotas para RT-PCR de 200ng/ul siguiendo las

instrucciones del fabricante; las muestras fueron corridas por duplicado.

Los genes cuya expresion fue analizada mediante RT- PCR fueron Coléageno tipo I, OPG,
RunX2 y osteopontina, y su expresion fue analizada en comparacion con la expresion de
housekeeping Actina.

TABLA 2: Expresion genética evaluada por RT PCR

GEN T™M | PRIMERS

Colégeno tipo | 62° | R:GCTGGGGAGGGGGTTAGTGT
I F:-TCGTCGGAGCAGACGGGAGTT

OPG 62° | RIACGCGGTTGTGGGTGCGATT
F:AAGACCGTGTGCGCCCCTTG

Actina 63° | RIAGGGGCCGGACTCGTCAT
F:GCCCTGGCACCCAGCACAAT

RunX2 63° | RI-TGGCTGGTAGTGACCTGCGGA

F:AGAGAACCACAACTGCGGTGCAA
Osteopontina | 66 R:CCTTGGTCGGCGTTTGGCTGA
F:GCAGACCACAGCATCGTCGGG
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5. RESULTADOS

5.1. AISLAMIENTO:

Siguiendo los procedimientos descritos en materiales y métodos fueron obtenidos 30

terceros molares, de los cuales se extrajeron 24 explantes de pulpa de tercer molar y 30 de

ligamento, de estos explantes, hubo migracién positiva en 9 de origen pulpar y 4 de origen

de ligamento periodontal, 5 de estas migraciones (cuatro pulpas y un ligamento) nunca

tuvieron confluencia para ser desprendidos y continuar con la etapa de cultivo razén por la

cual fueron descartadas (Tabla 3).

Tabla 3 Obtencion de la muestra

M1L F 10 18 NO

M1P F
M2L F
M2P F
M3L F
M3P F
MA4L F
M4p F
M5L F
M5P F
M6L F
M7L F

10

10

10

10

10

10

10

10

10

18

28

28

38

38

48

48

18

18

28

38

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

DESCARTADA

DESCARTADA

DESCARTADA

DESCARTADA

DESCARTADA

DESCARTADA

DESCARTADA

DESCARTADA

DESCARTADA

DESCARTADA

DESCARTADA

DESCARTADA

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO
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M7P

M8L

MOL

M9P

M10L

M10P

M11L

M11P

M12L

M12pP

M13L

M13P

M14L

M14pP

M15L

M16L

M17L

M17pP

M18L

M18P

M19L

M19P

M20L

M20P

10

10

10

10

10

10

38

48

38

38

28

28

48

48

28

28

18

18

48

48

28

38

28

28

48

48

18

18

38

38

S|

NO

NO

S|

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

S|

NO

NO

NO

NO

S|

S|

S|

NO

S|

NO

NO

CULTIVADA

DESCARTADA

DESCARTADA

CULTIVADA

DESCARTADA

DESCARTADA

DESCARTADA

DESCARTADA

DESCARTADA

DESCARTADA

DESCARTADA

DESCARTADA

CULTIVADA

DESCARTADA
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Figura 2 Muestras con migracion positiva: Para las muestras de pulpa el porcentaje de

migracion positiva fue 37,5%, para las muestras de ligamento 13,3%
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Figura 4 Migracion negativa segin grado de formacion radicular
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5.2. CARACTERIZACION FENOTIPICA

La caracterizacion de las células obtenidas, fue realizada mediante citometria de flujo para
los marcadores CD 90, CD 105 STRO-1 CD 34 CD 45, (figura 5). Esta citometria fue
realizada tanto para las muestras con migracion positiva como para sus correspondientes
alicuotas separadas por el método de Myltenyi. Posteriormente, los datos obtenidos fueron
sometidos al test de normalidad D agosstino&Pearson, encontrdndose que la distribucion
de la variable CD2105 no seguia los pardmetros de normalidad, los datos fueron depurados
mediante la eliminacién de un outlier de este grupo después de lo cual se obtuvo una
distribucion normal de los mismos. El analisis estadistico para comparar la expresién de los
marcadores evaluados en el grupo de células separadas con el método de Miltenyi vy el
grupo sin esta separacion, fue una prueba ANOVA de dos vias con un test de maltiple
comparacion de Sidak. Los resultados obtenidos mostraron que para el grupo de separacion
con Miltenyi se presentaba una disminucion estadisticamente significativa del namero de
células positivas para CD 90 (p0,0007) y CD105 (p0,04); los demas datos no presentaron
diferencias estadisticamente significativas.

(Ver Anexo 1 Citometrias de flujo)

Figura 6: Citometria de Flujo: Histograma de citometria realizada a muestra de celulas

madre obtenida de ligamento no separada por el método de miltenyi
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Figura 7: Comparacion de citometrias de flujo realizadas sobre todas las muestras con y sin

separacion por el método de Miltenyi.
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Teniendo en cuenta estos resultados, se decididé que para la etapa de osteodiferenciacion

solo se utilizaria el grupo de células no separado por el método de Miltenyi.
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5.3. OSTEODIFERENCIACION

El proceso de osteodiferenciacion fue llevado a cabo a partir de las células aisladas no
separadas por el método de miltenyi siguiendo el protocolo descrito en materiales y
métodos; durante el protocolo de diferenciacion, cada una de las 5 muestras originadas de
pulpa y las 3 originadas de ligamento fueron diferenciadas con cada una de las 5
condiciones de cultivo expuestas en materiales y métodos.

En los grupos de muestras tanto de pulpas como ligamentos inducidos con el medio de
cultivo StemPro ostegenesis (invitrogen) -Medio 3-, todas las células murieron por lo que

se elimino este medio de diferenciacion de los analisis posteriores.

53.1 RTPCR

Un pozo de cada uno de los subgrupos cultivados, fue desprendido al dia 14 y 21 de cultivo
para andlisis de RTPCR siguiendo los protocolos descritos en materiales y métodos, los
andlisis de RTPCR se realizaron por duplicado.

Adicional a los pellets obtenidos para los dias 14 y 21 de los medios 1(Control Negativo),2,
4y 5 se realizaron RT PCR para células de osteoblastos de la linea Clonetics™ Normal

Human Osteoblast Cell System de la casa comercial Lonza como control positivo.

Los datos obtenidos fueron sometidos a analisis estadistico ANOVA Doble via
complementado con un test de comparaciones multiples de Tukey con el fin de evaluar si
habia diferencias estadisticamente significativas entre las expresiones genéticas de los

diferentes grupos.
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Figura 8. Comparacion de expresion de genes en pulpas y ligamentos diferenciados
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Figura 9 Comparacion de expresion de genes en los diferentes medios de diferenciacion
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Figura 10 Comparacion de expresion de genes dia 14 y 21
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Figura 11 Comparacién de expresion génica en muestras aisladas de ligamento segun los

medios de diferenciacion
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Figura 12 Comparacion de expresion de genes en muestras aisladas de pulpa segun los
grupos de diferenciacion
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Figura 13: Comparacion de la expresion de Runx2 en los diferentes medios
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Figura 14: Comparacion de la expresion de Colageno | en los diferentes medios
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Figura 15: Comparacion de la expresion de Osteopontina en los diferentes medios

EXPRESION OP EN LOS DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO
o4 @8 MEDIO 2
@ MEDIOS
2 @8 MEDIO 4
@8 CONTROL NEGATIVO

FOLD CHANGE

Vv © ™
o° o° o° N
& & & 5
&
3
&
00

41



Figura 16: Comparacion de la expresion de Osteoprotegerina en los diferentes medios
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Figura 17: Comparacion de la expresion genética de pulpas vs ligamentos
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5.3.2. TINCIONES

Un pozo de 21 dias de cultivo en cada uno de los subgrupos fue sometido a tincién con
rojo alizarin para evaluar la expresion de fosfatasa alcalina, una vez realizado este
procedimiento se encontr6 un resultado altamente positivo para el pozo cultivado con el
medio numero 5 por lo cual se decidié hacer una tincion de confirmacion para Fosfatasa

Alcalina Leucocitaria (sigma Aldrich) para este subgrupo. (Ver anexo 2 Coloraciones)

Resultado de las tinciones con rojo alizarin dia 21.:

Figura 18 Tincion con Rojo Alizarin medio 5 10X
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Figura 19 Tincion con Rojo Alizarin medio 4 10X

44



Figura 21 Tincion con Rojo Alizarin Medio 1: Control Negativo 10X

Resultado de tincion especifica para fosfatasa alcalina leucocitaria (sigma Aldrich)

Figura 22 Tincién especifica para fosfatasa alcalina leucocitaria Medio 5 10X
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Figura 23 Tincion especifica para ALP leucocitaria Medio 1: Control Negativo 10X
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6. DISCUSION

El aislamiento de células madre de origen dental como alternativa viable en bioingenieria

de tejidos ha sido ampliamente descrito en la literatura®®

59 60
y .

, sin embargo, los datos

referentes a la tasa de éxito en la recuperacion son escasos

En el presente estudio fueron tomadas en condiciones estandar 30 muestras de ligamento
periodontal y 24 de pulpa que fueron procesadas para aislamiento de células madre
mediante el método de explantes, obteniendo una tasa de migracion positiva total de
24,07%; este hallazgo evidencia que el método de asilamiento de células madre por
explante no es 100% reproducible lo que estd de acuerdo con lo reportado por Huang y
cols®® (2006) quienes encontraron que las células madre obtenidas de pulpa mediante el
método de explantes presentaban un porcentaje de expresion de BrdU como marcador de la
capacidad de proliferacion del 40%, mientras que en las células extraidas por el método de
digestion era de 60%. Sin embargo en este mismo estudio se concluye que los dos métodos
de extraccion de células madre pulpares dan como resultado diferentes poblaciones
celulares durante la expansion in vitro y que el método de explantes minimiza dafios sobre
las células. En contraposicion Zhang y cols (2012)°* reportaron una migracion del 100% de
90 muestras extraidas de ligamento periodontal por el método de explantes, sin embargo, el
medio de cultivo utilizado por Zhang fue suplementado desde el inicio con acido ascorbico
a una concentracion de 100um/I lo que si bien favorece la recuperacion de las células por
su efecto en el ciclo celular, puede también influir tempranamente en su diferenciacion
hacia el linaje osteogénico. En este estudio no se llevé a cabo una comparacion entre los
métodos de explantes y digestién enzimatica para obtencion de células madre, un estudio
futuro en este sentido seria de gran utilidad para el establecimiento de protocolos
reproducibles para la obtencion de células madre de origen dental.

Adicionalmente, en el presente experimento, se observd una migracién positiva de 37,5%
para células de pulpa y 13.3% para células de ligamento, lo que sugiere que el sitio de
origen de extraccion (pulpa vs ligamento periodontal) es una variable que afecta el
porcentaje de migracion de células madre siendo mayor la recuperacion en células de pulpa.

Estas diferencias podrian ser explicadas por el tamafio de los explantes obtenidos para
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pulpa y ligamento periodontal ya que el volumen de las pulpas es superior al obtenido en
muestras de ligamento, tal como lo reportan Iwata y cols (2010)%* al afirmar que las
muestras obtenidas de ligamento periodontal son tan pequefias que presentan una densidad
celular inferior a 50 célulasicm® Sin embargo es necesario establecer en estudios
posteriores, si el numero de células madre que se encuentran en condiciones de salud en el
tejido pulpar es proporcionalmente mayor al nimero de células madre del ligamento para
definir si son estas caracteristicas de celularidad iniciales las que causan las diferencias de

migracion.

Otro cuestionamiento que ha surgido respecto a la obtencion de células madre de origen
dental, esta relacionado con el efecto que el grado de formacion radicular tiene en la
migracion positiva de dichas células. En el presente estudio, el grado de formacion
radicular fue evaluado segtn el método de Nolla®, encontrandose que de las 54 muestras
obtenidas, 24 presentaban un grado de formacion radicular de 10, 7 de nolla 9 y 23
muestras tenian un estado de Nolla 8; en el grupo de muestras clasificado como nolla 10 se
presentd una migracion positiva del 12,5% de las muestras, mientras que del grupo de nolla
9 hubo una migracién positiva de 14,2% y en el grupo catalogado como nolla 8 se observé
una migracion positiva de 39,1%. Esto puede ser explicado porque en la zona apical de los
dientes con é&pice inmaduro se pueden obtener células de cuatro diferentes fuentes
anatomicas: el saco dental que rodea la vaina radicular epitelial, responsable del desarrollo
del periodonto, la pulpa dental radicular, la papila apical mesenquimal y la papila dental
mesenquimal encerrada por la vaina radicular epitelial que es ampliamente reconocida
como parte de la pulpa radicular y que constituye una zona apical rica en células®®. Estas
dos udltimas zonas podrian presentarse como una fuente adicional de células madre para el
grupo de dientes con apice inmaduro. Teniendo en cuenta que en el presente estudio no se
tomaron muestras con formacion radicular inferior a Nolla 8, se sugiere que posteriores
estudios pueden esclarecer la capacidad de migracion de células madre originadas de

tejidos pulpar y periodontal en dientes mas inmaduros.

Las poblaciones celulares obtenidas en este estudio fueron caracterizadas mediante
citometria de flujo para los marcadores CD 90 CD105, STRO-1, CD34 Y CD45. Los
resultados fueron positivos para CD90 (90+/-4,9), CD105 (74,1+/-23), STRO (15,2+/-9,8)
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y negativos para CD34 (7,1+/-6,2), CD 45 (0,7+/-0,1). Estos resultados permiten afirmar
que las células obtenidas son células madre, ya que cumplen con los criterios de
identificacion sugeridos por la sociedad internacional para terapia celular®.
Adicionalmente, los datos del presente estudio son coincidentes con los obtenidos por
Wang™ quien reporta valores positivos para los marcadores CD105 de 78,6% y STRO
7,3% en células madre obtenidas de tejido pulpar, Huang y cols™®, quienes reportan valores
de STRO 5-10%, resultados positivos para CD90, CD105 y negativos para CD 34 y CD45
y Patil y colaboradores en 2004 con reportes de CD90 99,5% CD 34 4.2% y CD 45 5.2%".

Segln lo reportado por Kramer y cols (2004) ® el aislamiento de células madre de
ligamento periodontal usando los marcadores STRO-1 y CD146 da como resultado células
con propiedades clonogénicas y potencial de diferenciacion multilinaje, lo que
posiblemente representa una poblacion de células madre enriquecida que también contiene
células progenitoras. En un intento por mejorar la seleccién de las células se utiliz6 sobre
una alicuota de cada muestra el método de separacion de Miltenyi para células madre con
microperlas (CD146), las células resultantes de separacion fueron sometidos nuevamente a
citometria de flujo, observandose una disminucion estadisticamente significativa en la
positividad de los marcadores CD90 (p=0,0007)y CD105 (p=0,04); estos resultados
sugieren que para las poblaciones celulares obtenidas, no todas las células positivas para
CD146 son positivas para las marcadores CD90 y CD105. Si bien estos resultados estan de
acuerdo con los de Wang(2012)** que reporta valores de CD 146+ para células madre
extraidas de pulpa de 17% se contraponen con los resultados de Bakopolou y cols (2011)%
que presentan valores de CD 146+ en el 83,33% de sus células madre extraidas de pulpa
con el método de digestion enzimatica. Estas diferencias pueden estar relacionadas con los
reportes de Tormin (2011)%° que afirman que las células mesenquimales con mayor
expresion de CD146 estan ubicadas mas cerca de las zonas vasculares y no en areas de

revestimiento 6seo.

Para este estudio, y teniendo en cuenta que los marcadores CD 90 y CD 105 son
considerados como requisitos minimos para clasificacion de una célula como célula
madre®® %, se decidi6 que el proceso de seleccién era desfavorable y este grupo de células

separadas fue descartado para la etapa de osteodiferenciacion del estudio.
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Si bien las células madre provenientes de pulpa y ligamento periodontal tienen un origen
embrioldgico similar, se desarrollan en nichos distintos, por lo que establecer diferencias en
su respuesta a los estimulos de oseodiferenciacion constituye un punto importante en la
bioingenieria de tejidos. A este respecto, los resultados del presente estudio muestran que
las células madre extraidas de ligamento periodontal y cultivadas con medios
suplementados para osteodiferenciacion durante 21 dias, presentan una mayor expresion de
Runx2 comparadas con células madre extraidas de tejido pulpar, que presentan una mayor
expresion de Colageno tipo I, estos hallazgos sugieren que si bien las dos poblaciones
celulares se diferencian hacia el linaje osteogénico, tienen respuestas diferentes a los
estimulos osteodiferenciadores, lo que previamente habia sido descrito por Seo en el 2004
quien reporta menores depdsitos calcicos para células de ligamento comparadas con células
pulpa y liu en 2009”* quien muestra mayor expresién de fosfatasa alcalina en células

extraidas de ligamento periodontal comparadas con células pulpares.

Teniendo en cuenta las variaciones de expresion sucedidas en el tiempo, en este estudio se
puede observar que las células obtenidas de ligamento periodontal diferenciadas hacia el
linaje osteogénico, presentan valores mayores de expresion para Runx2 mostrando un leve
incremento desde el dia 14 hasta el dia 21, contrastado con las células de pulpa que
presentan niveles inferiores de expresion de Runx2 tanto en el dia 14 como en el dia 21; si
se considera Runx2 como un marcador de osteodiferenciacion temprana debido a su
caracteristica de factor de transcripcion regulador de la expresion de los genes que
codifican para las principales proteinas constitutivas de hueso’?, se podria sugerir que la
etapa de osteodiferenciacion en la que se encuentran las células originarias de tejido
periodontal es inmadura en comparacion con las células obtenidas de tejido pulpar, ya que
estas Ultimas presentan un marcado incremento de la expresion de genes caracteristicos de
osteoblastos maduros como osteopontina y colageno tipo | entre el dia 14 y el dia 21. Este
hallazgo est4 de acuerdo con lo reportado por Seo y cols’ (2004) quienes encuentran una
menor cantidad de depositos calcicos en células madre extraidas de ligamento inducidas al
linaje osteogénico durante 4 semanas comparado con células originadas de tejido pulpar

inducidas bajo las mismas condiciones.
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Estos hallazgos podrian sugerir que las células madre pulpares diferenciadas hacia el linaje
osteoblastico se transforman en un menor tiempo en osteoblastos maduros mientras que
podria requerirse un tiempo de diferenciacion mayor a 21 dias para observar marcadores de
osteodiferenciacion tardia en las células madre extraidas de ligamento. A este respecto,
estudios experimentales en perros indican que las fases 3 y 4 del movimiento dental que se
conocen como fases de aceleracion y lineal, comienzan alrededor del dia 40 posterior a la
activacion y se caracterizan marcadamente por evidencia de células osteoblasticas positivas
para fosfatasa alcalina™, lo que podria corroborar la diferenciacion tardia de células del
ligamento periodontal hacia el linaje osteoblastico. Este hallazgo que puede ser relacionado
con los reportes de Florez™ y cols (2013) quienes encuentran un incremento en la relacion
de los mediadores del metabolismo 6seo RANKLS/OPG entre la quinta y octava semana
posterior a la activacion correspondiente a la fase de aceleracion y lineal del movimiento
dental. Teniendo en cuenta que en los tratamientos ortodénticos se realizan reactivaciones
de la aparatologia cada 30 dias en promedio, estos resultados podrian sugerir que en este
tiempo las células madre del ligamento periodontal pueden estar en un estado de
osteoblasto inmaduro por lo que podria ser necesario aumentar el periodo de tiempo entre
activaciones. Esta hipotesis debe ser confirmada en estudios posteriores, sometiendo las
células madre extraidas de ligamento periodontal a suplementos osteodiferenciadores
durante tiempos superiores a 21 dias, de esta forma se permitira confirmar su respuesta

tardia a la osteodiferenciacion.

Por otro lado, los dos grupos celulares también responden en forma diferente a los
diferentes medios de cultivo, en los resultados del presente estudio, hubo una expresion
significativamente mayor de Runx2 para las células de ligamento periodontal cuando estas
fueron cultivadas con el medio nimero 5, comparado con otros medios (medio 4 p=0,04) y
con el medio sin suplementos de osteodiferenciacion (p=0,02), mientras que las células
obtenidas de pulpa presentaron una mejor respuesta al medio 4 particularmente para la
expresion de Colageno tipo 1. estos hallazgos estan de acuerdo con lo reportado por Seo’®y
cols, quienes al someter células madre extraidas de pulpa y de ligamento periodontal a las
mismas condiciones de osteodiferenciacion observaron una menor expresion de marcadores

de oseodiferenciacion en las células de ligamento.
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Respuestas diferentes de células madre ante estimulos similares también han sido
reportadas por Tsumanuma y cols (2011)® quienes encontraron que células madre
derivadas de ligamento periodontal mostraban mayor capacidad regenerativa para tejido
periodontal comparadas con células madre mesenquimales extraidas de médula osea. Estas
diferencias pueden ser explicadas mediante la hipétesis de Brawley y cols (2004)" quienes
proponen que el nicho es el factor dominante en el control del destino de las células madre
y provee una gran cantidad de pequefias sefiales que le confieren a estas células su
capacidad de indiferenciacion o de diferenciacion parcial, principalmente mediante
variaciones en la orientacién de los husos mitéticos durante la division’’. Teniendo en
cuenta que el nicho de las células madre originadas de pulpa difiere del de las células madre
de ligamento periodontal, se podria inferir que esta variacion en las sefiales de las células de

soporte pueden ser responsables de su diferente respuesta ante un mismo estimulo.

Respecto a los diferentes medios de cultivo, los resultados del presente estudio muestran
que ninguna de las células madre aisladas de pulpa y ligamento periodontal cultivadas con
el medio de diferenciacion numero 3 Stempro osteogénesis invitrogen sobrevivieron. Por
otro lado se encontré que los mejores resultados de osteodiferenciacion (expresion de
proteinas caracteristicas de osteoblastos y tincién con rojo alizarin y fosfatasa alcalina)
fueron obtenidos con el medio nimero 5, caracterizado por una concentracién de acido
ascorbico de 50uM, como la reportada por Patil y cols® quienes presentan tinciones
positivas para rojo alizarin con células madre de origen pulpar y reportan una expresion
moderada de Runx2. Estos resultados son similares a los del presente estudio para células
de origen pulpar, sin embargo, para las células de ligamento periodontal en nuestro estudio
se observa una marcada expresion de Runx2 lo que confirma las diferencias de respuesta
segun origen. Por otro lado el medio 4 que tenia una composicién similar al medio 5 con
una concentracion superior de acido ascorbico (200uM), se correlacioné con una mayor
expresion de Colageno tipo I en células de pulpa; hallazgo que puede ser explicado por la
importante funcion del acido ascorbico como cofactor de la prolyl-4-Hidroxilasa en la
hidroxilacion de residuos de prolina necesaria para la adecuada sintesis de colageno’. Este
hallazgo permite concluir que el suplemento de acido ascérbico es de gran importancia para

la induccion de sintesis de colageno en células madre extraidas de pulpa dental.
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Pese a que se obtuvo una muestra importante de explantes de pulpa y ligamento periodontal
la migracion final fue limitada, por esto es importante realizar estudios futuros que
permitan evaluar en una muestra mayor si existe diferencia entre la respuesta de las células
madre extraidas de pulpa y ligamento dental con medios enzimaticos y de explantes ante
los estimulos de oseodiferenciacion. Estos avances permitiran acercarse a protocolos mas
reproducibles para la obtencion de células madre de tejidos dentales, sistematizando este
proceso para convertirlo en un recurso valido de obtencion de células madre

mesenguimales para uso clinico.

7.  CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio nos permiten concluir que:

Las células obtenidas por el método de explantes en este estudio tanto de pulpa

como de ligamento se caracterizaron como células madre

- La tasa de migracién positiva de células madre total en esta muestra es de
24,07%

- El sitio de origen de extraccion (pulpa vs ligamento periodontal) es una variable
que afecta el porcentaje de migracion de células madre siendo mayor en este
estudio la migracion de células de origen pulpar.

- EIl grado de formacién radicular es una variable que afecta el porcentaje de
migracién de células madre de origen dental, siendo inversamente proporcional
a la migracion positiva de células madre de origen dental.

- Al realizarse el proceso de separacion con el sistema de Miltenyi Biotec Cd 146
en células madre de origen dental se disminuye el nimero de células positivas
para los marcadores CD90 y CD 105.

- Para la muestra que fue tomada en este estudio se observo una mayor expresion

colageno tipo | para células de pulpa y de Runx2 para células de ligamento

periodontal
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Las células Madre de ligamento periodontal de esta muestra presentaron unas
mejores caracteristicas de osteodiferenciacion cuando fueron cultivadas en el
medio 5 (concentracién de &cido Ascorbico de 50uM)

Las Células madre extraidas de pulpa presentaron unas mejores caracteristicas
de osteodiferenciacion cuando fueron cultivadas en el medio 4 (concentracién
de &cido Ascorbico 200uM) particularmente para la expresion de Colageno tipo
|

El medio que mejores resultados presento en este estudio fue el medio nimero 5
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Citometria M 18 L con separacion por el método de Miltenyi
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ANEXO 2
TINCIONES

Tincion con rojo alizarin 22P medio 1 (negativo)

Tincion con rojo alizarin 22 P medio 5
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Tincion con rojo alizarin 26L medio 4

Tincion con rojo alizarin 26 L medio 2
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Tincion con fosfatasa alcalina leucocitaria 14 L

medio 5
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