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INTRODUCCION

1.- CELULAS MADRE.

1.1.- UNIDADES DE DESARROLLO EN CONTINUA EVOLUCION.

Las células madre son células indiferenciadas capaces de proliferar,
autorrenovarse, producir un gran niumero de progenie celular diferenciada a lo
largo de distintos caminos moleculares especificos, asi como regenerar los

tejidos donde se encuentran.

Generalmente se pensaba que unicamente las células madre embrionarias
(CME) eran totipotentes, capaces de generar todos los tejidos del organismo
debido a su gran plasticidad durante el desarrollo embrionario temprano. Un
amplio nimero de trabajos apoya este hecho, documentandolo en experimentos
tanto in vitro como in vivo (Evans y col., 1981; Thomson y col., 1998; Keller y
col., 1999; Krebsbach y Gehron, 2002; Moraleda y col., 2004; Barquinero y col.,

2005). Respecto a las células madre en adulto, se pensaba que tenian un
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potencial de diferenciacion y regeneracion restringido al tejido en el cual
residian, incluso solo a algunos tipos celulares particulares de éste. Actualmente
estos conceptos estdn siendo cuestionados y evolucionan hacia expectativas mas
amplias gracias a los resultados que se estan obteniendo en los laboratorios de

investigacion.

Durante la embriogénesis, una tinica célula, el zigoto, da lugar a un organismo
multicelular, cuyas células y tejidos adoptan multiples caracteristicas
diferenciales para llevar a cabo funciones especificas dentro de cada érgano del
cuerpo. El zigoto y las células resultado de sus primeras divisiones
embrionarias, son las tinicas células capaces de diferenciarse en cualquier tipo
celular, incluyendo células del feto en desarrollo y del organismo adulto,
ademas de los tejidos extraembrionarios como la placenta (Herzog y col., 2003).
Por lo que se considera que en cordados desde el zigoto hasta las células de la

masa celular interna del blastocisto, las células embrionarias son totipotentes

(Fig. 1).
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Figura 1.- El origen, aislamiento y especializacion de las células madre.



Después del crecimiento completo del animal, muchos tejidos y o¢rganos
mantienen un proceso de equilibrio en su “pool” celular con pérdida y
reposicion constantes, donde las células muertas, bien por procesos naturales o
estimulos ambientales, son reemplazadas por otras que se estan produciendo.
Este hecho se ha mantenido en la mayor parte de los tejidos a lo largo de la
evolucion, siendo comun en invertebrados y hasta en algunos vertebrados. Por
ejemplo, algunos anfibios son capaces de regenerar un miembro o la cola
cuando son seccionados, incluso algunas neuronas del cerebro en aves pueden
regenerarse (Alvarez-Buylla y Nottebohm, 1988). En el caso de los seres
humanos, el higado puede parcialmente regenerarse si el dafio ocasionado no
ha sido demasiado severo, la mucosa del tubo digestivo, la epidermis y el pelo
de nuestra piel pueden facilmente repararse cuando son lesionados. Las células
madre hematopoyéticas, responsables de la renovacion fisiologica de las células
sanguineas, son capaces de reconstituir la médula 6sea y la sangre tras una
aplasia medular secundaria a un irradiacion subletal; como ocurre en el caso de
las leucemias en cuya terapia se incluye el trasplante de progenitores

hematopoyéticos.

Las células madre estan por lo tanto presentes en varios tejidos y érganos del
adulto, incluidos la médula 6sea, el tejido subcutdneo, el epitelio intestinal, el
musculo esquelético y el higado; mds recientes son las evidencias de la
existencia de células madre en el sistema nervioso periférico y central, asi como
en la retina (Stemple y Anderson, 1992; Tropepe y col., 2000; Weissman, 2000;
Okano, 2002). Como se ha dicho antes, en estos tejidos, las células madre son
necesarias para reemplazar las células perdidas, ya sea por la renovacion
fisiologica o por condiciones patoldgicas, incluidas lesiones o enfermedades
degenerativas. En este aspecto, hoy en dia se conoce que el cerebro de
vertebrados parece tener una lenta renovacion y una cierta capacidad para

regenerar células neurales (Okano, 2002).
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Como se ha senalado anteriormente, las CME son totipotentes, pudiendo
originar los linajes especificos de los diferentes tejidos y drganos de un animal.
En el caso de las células madre que residen en tejidos u 6rganos adultos, se
pensaba que tenian restringida su posibilidad de diferenciacion a determinadas
lineas celulares relacionadas con su lugar de ubicacién. Numerosos grupos de
investigacion han explorado diferentes aspectos de la potencialidad
histogenética de las células madre drgano-especificas del adulto, tratando de
describir sus potenciales regenerativos y de encontrar nuevas aplicaciones de

las mismas en la solucion de algunos problemas clinicos.

Las células madre presentan dos tipos de divisiones celulares: durante la vida
embrionaria son divisiones simétricas, cuyo resultado es expandir su poblacién
inicial. Cuando los esbozos de los drganos estan inicialmente desarrollados, sus
mitosis se convierten en asimétricas, en las cuales una célula hija se
compromete en un linaje concreto del tejido donde se encuentra, mientras que
la otra mantiene las caracteristicas pluripotentes de la célula madre. En la vida
adulta existen distintos tipos de célula madre de acuerdo a su localizacién y a
su capacidad de diferenciacion (Fuchs y Segre, 2000; Weissman 2000), pudiendo
sufrir transformaciones en tipos celulares heterogénicos (diferentes a los
predecibles) influenciadas por las senales de un microambiente nuevo, distinto
al suyo habitual (Alison y col., 2000; Clarke y col., 2000). Las caracteristicas
diferenciales entre los distintos tipos de células madre, en principio definidas
por la actividad de gradientes temporales y espaciales de informacion
posicional derivados del entorno en el que se localizan (Wolper, 1994), pueden
revertir cuando éstas son ubicadas en un nuevo nicho, readquiriendo la
habilidad para generar tipologias celulares nuevas, y mostrar estados de
potencialidad histogenética que normalmente solo se encuentran en el embrion

(Anderson y col., 2001).



Uno de los ejemplos mas conocidos que avalan lo anteriormente expuesto es la
clonacién en mamiferos, cuyo caso mas significativo por ser pionero es el de la
oveja “Dolly” (Wilmut y col., 1999). Se aislo el ntcleo de una célula somatica de
un animal adulto y lo donaron como tal a una célula germinal fecundada a la
que previamente se le habia eliminado su propio nucleo. Esta nueva célula
germinal manipulada fue implantada en una hembra huésped, donde se
desarroll6 de forma natural originando un individuo normal aunque clénico
del animal que dond el nucleo celular. Este estudio y otros muchos
experimentos de clonacion que se han desarrollado en los ultimos afios, ponen
de manifiesto que las células diferenciadas adultas tienen la posibilidad de
reactivar los genes de su material genético activos durante el desarrollo. Con
este hecho se confirma la importancia del entorno en el control de la expresion
génica de una célula, y con ello la capacidad de reactivar programas de
desarrollo diferentes que dardn lugar a comportamientos heterogéneos en

células diferenciadas.

Con todo, la biologia de las células madre parece ser mas compleja de lo que
originalmente se pensaba. La posibilidad de que las células madre adultas que
residen en un tejido puedan contribuir a la regeneraciéon de otros, sugiere un
grado de plasticidad histogénica previamente desconocida. Ademas, los
cambios de destino celular pueden ser una propiedad natural de las células
madre, que quizds puedan tomar parte en la reparacion fisioldgica continuada
de los tejidos dafiados a lo largo de la vida (Blau y col., 2001). Los numerosos
hallazgos recientes en el campo sugieren que el concepto de célula madre
organo-especifica estd en continua revision y, por tanto, que la visién de una
poblacion de células madre especifica, homogénea e inamovible del tejido

adulto puede necesitar ser actualizada.



Una meta importante para la medicina regenerativa actual es intentar canalizar
la pluripotencialidad y la capacidad proliferativa de las células madre humanas
hacia programas especificos de diferenciacion dentro de contextos organicos
definidos. Si esto llegara a ser posible en un futuro proximo reportaria enormes
beneficios terapéuticos. Entre ellos destaca la generacion de diferentes tipos de
neuronas para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, traumatismos de
la médula espinal o para la enfermedad de Parkinson (Damier y Brachet, 2000;
Lee y col., 2000), la produccion de células del musculo cardiaco para desérdenes
congénitos del corazén o para victimas de infartos de miocardio (Doetschman y
col., 1993), la generacion de islas celulares del pancreas, secretoras de insulina,
para el tratamiento de ciertos tipos de diabetes (Soria y col., 2000), asi como la
repoblaciéon de las placas desmielinizadas de enfermos de esclerosis multiple

(Temple, 2001).

Otro aspecto posible, aunque mas lejano, seria la fabricacidn in vitro de tejidos y
organos a partir de células madre programadas. Es obvio que esto representa
un reto de mayor envergadura que el mero hecho de generar tipos celulares
especificos. Ciertos grupos cientificos han cultivado in vitro epidermis, usada
con éxito en el tratamiento de pacientes con quemaduras graves (Green, 1991).
Mientras, la creacion de otros 6rganos o tejidos in vitro es considerablemente
mas complicada, la habilidad para producir cultivos eficientes de distintos tipos
de células madre somaticas y para dirigir la pluripotencialidad de estas células
madre a lo largo de determinados linajes celulares, representan los primeros
pasos importantes para hacer realidad en el futuro la terapia celular

regenerativa; esto que hoy nos parece ciencia ficcion.

Pero hay una pregunta de especial importancia, ;cudl seria la fuente de células
madre humanas para estas terapias potencialmente tan ttiles? El exitoso cultivo

y propagacion de células madre embrionarias y células germinales primordiales
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fue publicado por primera vez en 1998, cuando Shamblott y colaboradores
aislaron y cultivaron crestas gonadales (células germinales) de fetos humanos
abortados desde cinco a nueve semanas de edad. Mientras, Thomson y
colaboradores cultivaban células de la masa celular interna de blastocistos
humanos (1998). Desde el momento en el que estos articulos fueron publicados,
la generacion y uso de estas células madre humanas acarred la aparicion de
serios examenes éticos, los cuales no parecen tener, hasta el momento, una clara
solucion. Lo esencial en la cuestion es como fueron obtenidas las células madre
humanas, y en el caso de estos articulos, si eran necesarios tejidos fetales o
embrionarios humanos. Para seguir la técnica empleada en la clonacion de
“Dolly” hubieran necesitado una célula humana fertilizada a la que le hubieran
sustituido el ntucleo, pero la utilizacion de un embrion humano hubiera
desencadenado verdaderos problemas morales para la sociedad. Hoy en dia
estamos asistiendo a importantes polémicas politicas y sociales al respecto del

uso de embriones humanos para investigacion.

Ademas, el uso clinico de las CME se enfrenta a dos importantes limitaciones, la
capacidad para generar teratomas cuando se implantan en individuos adultos y
que ningun adulto tiene sus propias células embrionarias disponibles para su
uso terapéutico, por lo que habria que recurrir a células de embriones
alogénicos y, por tanto, no histocompatibles, con todas las limitaciones de los
trasplantes de érganos (necesidad de inmunosupresion, etc.) (Moraleda y col.,

2004).

Un posible camino para evitar estas cuestiones seria el uso de células madre
humanas aisladas de tejidos adultos que manipuladas adecuadamente, puedan
ser conducidas hacia los linajes especificos. Mientras algunas ideas rozan aun lo

ficticio, algunos resultados experimentales actuales ratifican la utilidad de



ciertos tipos de células madre somaticas, para una importante variedad de

posibles terapias con células madre.

En el ano 2006 fueron generadas las células madre pluripotenciales inducidas
(IPs). Las IPs son células que en sus origenes no eran embrionarias, pero tras la
induccién se comportan como tal. Estas células han supuesto un nuevo enfoque
en la terapia celular (Takahashi y col., 2006), ya que se podria disponer de
células con caracteristicas totipotenciales sin tener que manipular o destruir
embriones.

Ademads, a diferencia de las CME, con las IPs cabria la posibilidad de realizar
trasplantes autélogos en los pacientes evitando los problemas de rechazo. Estas
células son morfologicamente similares a las CME, expresan genes y antigenos
de superficie celular idénticos, tienen capacidad de diferenciarse in vitro a otros
linajes celulares y tienen capacidad de formar teratomas cuando se trasplantan
en ratones inmunodeprimidos. La unica diferencia es que no proceden de

embrion (Yu y col., 2009).

Takahashi y colaboradores fueron los primeros en conseguir IPs con la
insercion de 4 genes al nucleo de fibroblastos de ratén. Los genes utilizados
fueron Oct4, Sox2, c-Myc, y Kif4. Este hallazgo ha sido posteriormente
confirmado por diferentes investigadores en el mismo modelo animal
(Nakagawa y col., 2008; Aoi y col., 2008; Kim y col., 2008; Park y col., 2008a;
Park y col., 2008b; Park y col., 2009). La reprogramacion celular también se ha
realizado con éxito en células humanas, tras la insercion de los genes Oct4, Sox2,
Nanog y Lin28 (Lowry y col., 2008; Aasen y col., 2008; Ebert y col., 2009; Choi y
col., 2009; Loh y col., 2009). Mas recientemente la técnica se ha refinado, hasta el

punto que se han obtenido IPs con los genes Oct4 y Sox2 (Huangfu y col., 2008).
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No obstante, deben seguir realizdindose mas experimentos que puedan
confirmar la seguridad de estas células para su aplicacion clinica, de tal modo
que estemos seguros de que no existan cambios en el cariotipo a lo largo de su
cultivo (Aasen y col., 2008), errores en la reprogramacion de factores de
transcripcion o déficit de telomerasa (Davy y col., 2009; Marion y col., 2009). De
hecho, hay que resaltar que en un trabajo reciente de Ohi y colaboradores (2011)
se han encontrado importantes restricciones en su potencialidad, ya que
guardan caracteristicas inalterables relacionadas con su tejido de origen (Ohi y

col., 2011).

En resumen, el uso del potencial regenerativo de las células madre parece ser
muy amplio y prometedor. La habilidad para aislar y cultivar células madre
adultas permitird que ademds de una terapia regenerativa simple, surjan
métodos para corregir genéticamente células madre para que sean utiles para el

tratamiento de desdrdenes genéticos humanos.

Cuando esta tecnologia sea asimilada, acabaremos de dar un paso adelante en
la ciencia que abrird nuevas esperanzas terapéuticas. Sin embargo, la mayor
parte de la sociedad estd todavia expectante y temerosa ante los peligros éticos
y morales que se muestran ante todos estos novedosos descubrimientos

cientificos y sus expectativas metodoldgicas.

1.2.- CELULAS MADRE NEURALES.

Las propiedades celulares usadas para definir a una poblacion de células madre
neurales (CMN) son la capacidad de generar neuroesferas en cultivos
adecuados, la posibilidad de autorrenovarse y la potencialidad de los

descendientes de una unica célula para diferenciarse en los tres linajes de las
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células neurales: neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. Una neuroesfera es un
grupo celular de forma esférica que crece en suspension, constituido por una
célula madre neural que comenzd a proliferar inicialmente con divisiones
simétricas originando células adherentes que se unieron unas a otras para
formar estos grupos. En una neuroesfera, de toda la progenie de una CMN,
solamente del 10 al 50% de las células originadas mantienen las caracteristicas
de célula madre, mientras que el resto son células que sufrirdn una
diferenciacion espontédnea (Galli y col., 2003). Estas caracteristicas descritas para
las CMN, pueden correlacionarse con la expresion de marcadores moleculares
como son Nestina, Sox 1y 2, y Musashi-1 entre otros marcadores (Pevny y Rao,

2003).

Durante el desarrollo, los precursores neurales estan ubicados inicialmente en
una capa celular, el neuroepitelio de la zona ventricular (VZ). Cuando el
desarrollo continua, aparecerd debajo de ella la zona subventricular (SVZ). La
celularidad de la zona ventricular disminuye gradualmente durante el
desarrollo embrionario, permaneciendo en el adulto como una monocapa de
células continuas (epéndimo) que reviste las cavidades ventriculares. Por el
contrario la zona subventricular persiste en mamiferos neonatales y adultos
como una capa con actividad mitdtica, adyacente al epéndimo que recubre los

ventriculos (Gritti y col., 2002).

Las células individuales del neuroepitelio pueden diferenciarse en neuronas,
astrocitos y oligodendrocitos tanto in vitro como in vivo después de ser
trasplantadas en el cerebro de un animal huésped. Estas células han sido
denominadas células madre neuroepiteliales, cuyas propiedades han sido
parcialmente descritas y parece que su supervivencia y proliferacion son
reguladas por el factor de crecimiento de fibroblasto basico (FGF2) (Qian y col.,

1997).
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Hacia la mitad de la embriogénesis la VZ se reduce considerablemente en
tamafio, y pueden ser identificadas nuevas zonas con precursores activos
mitdticamente. Células con actividad mitotica derivadas de la VZ que se
acumulan préximas a esta zona constituyen las células de la SVZ, una zona que
continta expandiéndose durante el desarrollo y que contiene células definidas
como células madre-dependientes del factor de crecimiento epidérmico (EGF)

(Reynolds y col., 1992, 1996).

Después del descubrimiento de CMN en el embridn, el hallazgo de células
madre en el cerebro adulto supuso un nuevo capitulo en la neurociencia. La
neurogénesis en cerebro de vertebrados se pensaba que era un fenémeno
exclusivo del desarrollo embrionario y estadios perinatales. En el caso de los
mamiferos adultos, la neurogénesis ha sido mostrada en diferentes regiones
neurogeénicas y no neurogeénicas, aunque las zonas mas activas de CMN en el
adulto es la SVZ, que permanece a lo largo de toda la vida como una capa
mitdticamente activa en la pared de los ventriculos laterales del telencéfalo y a
lo largo de su extensidn rostral hacia los bulbos olfatorios (Galli y col., 2003), asi
como en el giro dentado del hipocampo, donde en ratas adultas jovenes la
neurogénesis constituye alrededor de un 3'3% del total de la poblacién de

células granulares del hipocampo por mes (Cameron y McKay, 2001).

De entre los numerosos marcadores potenciales para la poblacion de CMN el
mas afianzado parece ser la Nestina, una proteina de los filamentos intermedios
del citoesqueleto celular (Frederiksen y McKay, 1988). Aunque han sido
abundantes las nuevas incorporaciones como son Musashi-1, una proteina de
union al RNA (Sakakibara y col., 1996; Kaneko y col., 2000); Notch, que se cree
que mantiene a las células en un estado proliferativo e inhibe la diferenciacion
neuronal (Lewis, 1998); la subfamilia SOXB1 de factores de transcripcion (Sox1,

Sox2, Sox3), que se coexpresan en progenitores neurales proliferativos a lo largo
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de la embriogénesis de roedores y en la edad adulta (Collignon y col., 1996). En
cualquier caso, cabe destacar, que muchos de los marcadores no son totalmente
especificos de CMN, ya que pueden expresarse en distintos niveles en
precursores neurales intermedios, por lo que lo ideal seria utilizar una

combinacion de distintos marcadores.

La baja capacidad regenerativa del sistema nervioso central (SNC) de
mamiferos adulto podria ser explicada primero, porque la diferenciacion
neuronal de las CMN enddgenas podria estar inhibida por factores del
microambiente presentes en la mayoria de las areas del cerebro adulto vy,
segundo, porque el nimero de CMN enddgenas puede ser demasiado pequefio

para una autorreparacion efectiva (Okano, 2002).

Muchos esfuerzos han sido orientados a revelar las senales moleculares
presentes en las dreas neurogénicas, ademds de para determinar los
mecanismos por los cuales estas sefiales acttian regulando la proliferacion y
diferenciacion de los progenitores. Tanto reguladores positivos como negativos

controlan las caracteristicas de las CMN.

2.- PLURIPOTENCIALIDAD CITOGENETICA

Dos grandes pilares conceptuales sobre la biologia del desarrollo han sido
demostrados como inexactos en los ultimos afios. Unos de ellos, el gran dogma
profundamente afianzado que decia que la neurogénesis era un proceso
exclusivo del estadio embrionario y perinatal. El segundo concepto hace
referencia al hecho de que las células madre especificas de los organos han

perdido irreversiblemente su capacidad para generar otros tipos celulares
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distintos de aquellos pertenecientes al tejido u organo que las albergaba,
caracteristica que diferenciaba fundamentalmente las células madre de adulto
de las embrionarias. Sin embargo, una serie de estudios han desafiado la nocion
de restriccion de linaje en las células madre adultas. Asi, estos experimentos
han presentado evidencias en las que las células madre adultas de un tejido u
organo son capaces de cruzar las barreras de linaje originando células de otros

organos, tanto in vitro como in vivo después de ser trasplantadas.

Son muchos los ejemplos de células madre capaces de originar células que
normalmente se encuentran en tejidos distintos de donde las primeras fueron
aisladas. Este fendmeno fue previamente documentado mostrando que las
células germinales primordiales eran capaces de ser totipotentes si eran
cultivadas con FGF2 y LIF (factor inhibidor de leucemia) (Donovan, 1994).
Durante el desarrollo normal, las células germinales primordiales originan
células tinicamente germinales, cuando éstas son trasplantadas en blastocistos,
ellas no contribuyen a ningun tejido somatico. Sin embargo, si antes del
trasplante en el blastocisto, las células germinales primordiales son tratadas en
cultivo con FGF2 y LIF, éstas son capaces de contribuir ademds de a la linea
germinal, a todos los tejidos somaticos (Donovan, 1994). Igualmente,
progenitores de oligodendrocitos O2A aislados del nervio optico, en principio
comprometidos para dar tunicamente oligodendrocitos, han podido ser
reprogramados in vitro tras ser tratados con FGF2 para dar lugar a neuronas
(Kondo y Raff, 2000). Todo ello soporta la idea de que progenitores especificos,
o células madre de distintos tejidos, puedan ser orientados a mostrar una
inesperada plasticidad de desarrollo en cultivo o in vivo después de un
tratamiento in vitro previo. Sin embargo, este hecho debe ser interpretados con
cautela, ya que esta plasticidad puede no ser exhibida durante el desarrollo

normal o en circunstancias in vivo (Price y William, 2001).
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Numerosos son los ejemplos actuales, algunos de los cuales han sido
desarrollados in vivo, describiéndose una conversion entre distintas capas
embrionarias, en las cuales las células madre originales y las células
diferenciadas a partir de las mismas, pertenecen a linajes celulares que
normalmente derivan de distintas capas germinales embrionarias. Asi a partir
de precursores de médula 0sea (mesodermo) se han obtenido in vivo células del
pulmoén y del tracto gastrointestinal (endodermo) (Krause y col., 2001); células
del higado (endodermo) (Lagasse y col., 2000; Wang y col., 2002); células del
pancreas (endodermo) (Ianus y col, 2003); células del sistema nervioso
(neuronas y macroglia; origen ectodérmico) (Eglitis y Mezey, 1997; Brazelton y
col., 2000; Mezey y col., 2000; Bonilla y col., 2002; Mezey y col., 2003) y células
de Purkinje (Priller y col., 2001).

Otra serie de experimentos han demostrado que las células madre del SNC de
raton y humano tienen potencialidad para originar derivados no neurales. Asi,
a partir de CMN (ectodermo) de adulto se han originado células
hematopoyéticas (mesodermo) (Bjornson y col., 1999); células musculares
(mesodermo) (Galli y col., 2000); células del rifion (mesodermo), de higado, de
pulmon, de estdmago y de intestino (endodermo) (Clarke y col., 2000). Todos
estos articulos concluyen que las células madre del SNC retienen una mayor

potencialidad de desarrollo de lo que previamente se habia pensado.

La transdiferenciaciéon de la células madre somaticas, entendida como la
extension de sus restricciones génicas intrinsecas como consecuencia de su
exposicion a un nuevo microambiente (Anderson y col., 2001), y descrita por los
experimentos mencionados anteriormente, constituye en la actualidad un punto

de activo debate.
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La conclusion a la que se ha podido llegar es que se trata de un fenémeno poco
frecuente y tiene lugar solamente bajo circunstancias peculiares. Tal vez, la
capacidad para sufrir transdiferenciacion sea caracteristica de tipos celulares
especificos, llamados células madre somaticas, y que normalmente constituye
una fraccidbn minoritaria de toda la poblacién celular in vivo, cuyo
comportamiento habitual incluiria dicho fendmeno con una baja frecuencia
(Anderson y col., 2001), o bien un conjunto poblacional cuyo tamaro fluctia in
vitro dependiendo de las condiciones de cultivo (Galli y col., 2003). De igual
modo, estudios en el desarrollo embrionario sugieren que mientras hay una
progresiva restriccion en el potencial de desarrollo, ésta no es absoluta y puede
ser modificada mediante la alteracion en la expresion de genes o modificando el
entorno en un estado concreto del desarrollo (Liu y Rao, 2003). Por ejemplo, la
expresion de genes neurales en el ectodermo puede generar neuronas (Lee y
col.,, 1995). Estos resultados unicamente pueden explicarse a través de
transdiferenciacion y apoyan la posibilidad de que cambios en genes tnicos

puedan ser suficientes para alterar un fenotipo (Liu y Rao, 2003).

La transdiferenciacion es un fendmeno que ocurre normalmente in vivo en
plantas (Demura y col., 2002) y animales, tales como los anfibios durante la
regeneracion de los miembros (Stocum, 2002). In vitro, células somaticas
definitivamente diferenciadas han sido orientadas hacia un fenotipo distinto,
por ejemplo, fibroblastos que son reprogramados hacia células que expresan

genes especificos de linfocitos T (Hakelien y col., 2002).

Una serie de criterios han sido propuestos para admitir que la
transdiferenciacion ha ocurrido (Greco y Recht, 2003), como que las células
deben incorporarse en el tejido apropiado o nicho de células madre adecuado,

que deben sobrevivir y diferenciarse apropiadamente, adoptando la morfologia
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celular caracteristica, y deben adquirir la funcién fisioldgica caracteristica del

tejido huésped.

Otro mecanismo alternativo a la transdiferenciacion que explica, al menos en
parte, la aparente plasticidad de las células madre somaticas es el fenomeno de
fusion celular, aunque debido a que las células somadticas son menos
susceptibles de sufrir fusion celular que las embrionarias, y la observacion de
que eventualmente productos poliploides de la fusion son altamente inestables,
seria poco acertado pensar en ella como fendmeno exclusivo en la conversion de

células madre somaticas en diferentes tipos celulares (Galli y col., 2003).

En cualquier caso, cuando la fusién celular es la responsable de la
reprogramacion del patrén de expresion de genes de una célula adulta, esto
todavia representa plasticidad, solo que las células implicadas no precisan ser
necesariamente células madre (Herzog y col., 2003). De todas formas, si la
fusion es responsable de muchos de los datos de plasticidad somatica o si son
realmente el resultado de una transdiferenciacion, asi como cuales son las
razones que determinan que fendmeno ocurrird, son aun problemas muy

desconocidos.

Otra explicacion alternativa seria la presencia de poblaciones de células
contaminantes, con un fenotipo diferente a las poblaciones empleadas en
diversos experimentos. En muchos casos, estas pequenas poblaciones
contaminantes representan un numero minusculo de células que, aunque
podrian con seguridad ser ignoradas, podrian llegar a ser un mayor problema
cuando se selecciona una poblacion de precursores celulares o células madre
que ya en si constituyen una subpoblacion pequenia, sobre todo si ambas
pueden proliferar bajo las misma condiciones de cultivo y generar crecimientos

incontrolados (Liu y Rao, 2003).
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Otra opcion que podria explicar la capacidad de las células madre especificas de
tejido para originar distintos tipos celulares, es la posibilidad de que una
poblaciéon pluripotencial de primitivas (embrionarias) células madre persista,
aunque en pequefo numero, en cada tejido u Organo, representando el
remanente de células totipotentes presentes en estadios tempranos del
desarrollo. Estas células responderian a senales del nuevo entorno para dirigir

su diferenciacion a lo largo de un nuevo camino (Liu y Rao, 2003).

Por otro lado, después de lo descrito, cabria pensar que si las células somaticas
mantienen de forma rutinaria una mayor potencialidad de desarrollo de la que
exhiben durante el desarrollo normal, se plantearia la diferenciacion como un

proceso principalmente regulado por el entorno (Morrison, 2001).

A pesar de todo el debate surgido entorno al campo de las células madre, estas
células representan uno de los mdas asombrosos desarrollos del conocimiento

biomédico y bioldgico de la tltima década.

3.- LIGAMENTO PERIODONTAL

Los dientes representan uno de los principales componentes de la cavidad oral.
El diente de un adulto consta de cuatro componentes estructurales
diferenciados, el esmalte y el cemento en la parte mas externa, la dentina por
debajo, y la pulpa en la cavidad central. Los procesos alveolares de los
maxilares contienen los alvéolos donde se ubican las raices dentarias. El
ligamento periodontal (PDL) es el tejido conectivo especializado que une cada
una de las raices de los dientes con el hueso que la rodea. La encia se adhiere

con firmeza a los dientes y al tejido dseo subyacente. Se llama periodonto al
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aparato de sostén del diente, su funcion es la de unir el diente al tejido éseo de
los maxilares y conservar la integridad de la superficie de la mucosa
masticatoria de la cavidad bucal. Esta formado por el cemento, el ligamento

periodontal, la encia y por el hueso alveolar (Fig. 2).

Esmalte
Lineas de contorno de Retzius del esmalte

Tobulos dentinales con dentina
Corona
dinica

Corona Espacios interglobulares
anatémica

Corona

Odontoblastos

, Surco gingival

Epitelio de la encia

Unién del esmalte y el cemento

Epitelio de insercion
Pulpa
Capa granular de Tomes

Fibras de la membrana periodéntica

Raiz

Cemento acelulor

Hueso alveolar con médula ésea

Canal de la pulpa

Cemento celular

Orificio opical

Figura 2.- Dibujo esquematico de un diente y las estructuras dseas y mucosas que lo rodean (Ross y col.,

1998).

El esmalte es el tejido mas duro del organismo y cubre la parte externa de la
corona. El cemento cubre la raiz. La dentina estd por debajo del esmalte y el
cemento, y forma la mayor parte del diente. La pulpa dentaria se encuentra en
el centro de la corona y la raiz. Contiene nervios, vasos sanguineos y linfaticos.

El PDL esta ubicado entre el cemento y el hueso.

El PDL es un tejido conectivo muy vascularizado y celular que rodea la raiz de

los dientes y une el cemento radicular con la ldmina dura del hueso alveolar. En
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sentido coronal, el PDL se contintia con la lamina propia de la encia y esta
separado de ésta por los haces de fibras coldgenas que conectan la cresta del
hueso alveolar con la raiz (fibras de la cresta alveolar).

El PDL tiene un papel muy importante en el soporte del diente pero también
contribuye a la nutricion dental, la homeostasis y la reparacion del tejido
danado entre otras funciones. El PDL tiene un espesor que varia entre 0,15 y
0,35 mm y esta formado por una poblacion heterogénea de células, ademas de

fibras y sustancia intercelular basica.

Las células son, fundamentalmente, fibroblastos, células de origen
mesenquimatoso cuya principal funcion es sintetizar y mantener la matriz
extracelular propia del tejido. Presentan un desarrollado citoesqueleto de
microtabulos y de microfilamentos de actina implicados en procesos de

motilidad celular.

Ademds de los fibroblastos, podemos encontrar osteoblastos, osteoclastos,
cementoblastos y cementoclastos, encargados de la remodelacion dsea y del
cemento respectivamente. Los cementoblastos y los osteoblastos son células que
también poseen la capacidad de producir coldgeno y tienen un origen
mesenquimatoso. Los osteoclastos y los cementoclastos son los encargados de la
reabsorcion del hueso y del cemento. Son células gigantes multinucleadas
derivadas de los monocitos de la sangre, no derivadas de células locales, y

tienen también origen mesenquimal.

En el espesor del ligamento se encuentran células epiteliales que constituyen los
restos epiteliales de Malassez. Son pequefios cimulos de células que proceden
de los restos embrionarios de la vaina radicular de Hertwig. Estos restos
disminuyen con la edad pero persisten durante toda la vida y se localizan cerca

del cemento radicular y los vasos sanguineos, fundamentalmente en la regiéon
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cervical y en la furca, donde se encuentra el cemento acelular. Se especula que
pueden tener una funcion fisioldgica como el mantenimiento del espacio
periodontal y la prevencién de anquilosis pero no hay evidencias firmes que
apoyen esta idea. Fueron descritos por primera vez en 1817 por Serres como
restos del 6rgano del esmalte los cuales desaparecian con la edad. Sin embargo,
fue Malassez en 1885 quien presento la primera descripcion de las células y su
distribucién como una red fenestrada casi continua alrededor de la raiz del
diente que persisten en el adulto (Fig. 3). En cortes longitudinales los restos
aparecen como grupos aislados de células. Estos restos han sido relacionados
con numerosas patologias dentales como quistes y tumores pero también se
piensa que estan relacionados con la regeneracién periodontal (Rincon y col.,

2006).

El desarrollo embrioldgico de los restos epiteliales de Malassez es un punto
clave para la comprensién de los eventos asociados a su origen y el posible
papel funcional dentro del PDL. Estas células de origen ectodérmico tienen la
capacidad dnica de sintetizar y secretar proteinas normalmente asociadas con
células de origen mesenquimal como osteopontina, sialoproteina dsea y

osteoprotegerina (Rincon y col., 2006).

Estas células se caracterizan por tener un gran nucleo irregular con densa
heterocromatina, en relacion a un apenas distinguible citoplasma. Dicho
citoplasma contiene tonofilamentos y abundantes mitocondrias pero un reticulo
endoplasmatico poco desarrollado. Varios estudios han confirmado la
naturaleza epitelial de estas células debido a la existencia de tonofilamentos,
desmosomas y una ldmina basal con hemidesmosomas separando estos restos
celulares del tejido conectivo, caracteristicas ultraestructurales que los distingue

de los fibroblastos y cementoblastos del periodonto (Rincon y col., 2006)
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Estudios ultraestructurales aseguran que existen al menos dos tipos de células
de caracteristicas diferentes en los restos epiteliales de Malassez: células
maduras e inmaduras. Las células inmaduras son descritas con una apariencia
irregular y un escaso reticulo endoplasmatico, pero relativamente ricas en
mitocondrias. Suelen estar en contacto con células mesenquimales por procesos
similares a las microvellosidades. Las células maduras tienen forma ovalada y

se encuentran muy prdoximas unas a otras (Hamamoto y col., 1989).

Figura 3.- (A) Apariencia histoldgica de la red formada por los restos epiteliales de Malassez. (B)
Representacion esquematica de la distribucién de los restos epiteliales de Malassez alrededor de la raiz

dental. (Rincon y col., 2006)

También pueden encontrarse entre otras células, macréfagos y células
mesenquimatosas indiferenciadas que son capaces de originar fibroblastos,
cementoblastos y osteoblastos. Ademas, podemos encontrar elementos

vasculares y neurales.

Las fibras presentes en PDL son coldgenas, elasticas y de oxitalan.
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Las fibras coldgenas estan principalmente en forma de grupos o haces de

colageno tipo I y estan distribuidas en patrones predeterminados para resistir

las fuerzas mecanicas de la masticacidon. Las fibras del PDL estan clasificadas

segun su ubicacidn, trayecto y en relacidn a las estructuras que conectan (Fig. 4):

- Fibras gingivales libres

- Fibras de la cresta alveolar
- Fibras horizontales

- Fibras oblicuas

- Fibras apicales

- Fibras interradiculares

Surco gingival

Epitelio

N

Encia marginal
Surco gingival libre

Fibras gingivales libres
Fibras de la cresta alveolar
Cresta alveolar —

Fibras horizontales

Placa cortical ————

Fibras oblicuas — S

Alvéolo dental
(lamina dura)

Fibras apicales——

Espacios medulares —— M

H. trabecular — T

aproximadas
de la zona

Encia libre

Epitelio
queratinizado

Encia adherida

Unién
mucogingival

Mucosa alveolar

Mejilla

Encia libre 1,0 mm
Surco gingival 2,0 mm
Epitelio de insercién 1,9 mm
Encia adherida 3-12mm
Mucosa alveolar 10+ mm

Figura 4.- Fibras principales del ligamento periodontal. (Woelfel y Scheid, 1998)

Los extremos de las fibras principales que estan insertas por un lado en la

estructura dentaria (cemento radicular) y por el otro en el hueso alveolar,
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reciben el nombre de fibras de Sharpey y permiten al PDL mantener

suspendida a la pieza dentaria dentro de su alveolo (Fig. 5).

Figura 5.- Ligamento periodontal (PL); Hueso alveolar (BB); Fibras de Sharpey (SF);
Osteoblastos (OB); Osteocitos (OC). (Lindhe, 2000)

Las fibras elasticas estan formadas principalmente por una proteina llamada
elastina, y por una glicoproteina dispuesta en microfibrillas que la rodean,
llamada fibrilina. Estas fibras son escasas, van asociadas a vasos sanguineos y

proporcionan elasticidad al ligamento.

Las fibras oxitaldnicas tienen una orientacion principalmente apico-oclusal;
estan ubicadas dentro del PDL mads préximas al diente que al hueso alveolar.
Con frecuencia se insertan en el cemento. El papel de las fibras de oxitalan es
sobre todo en el desarrollo del PDL y parece estar centrada en el

mantenimiento de la integridad del sistema vascular (Tashiro y col., 2002).

La sustancia intercelular bésica esta formada principalmente por H:0, y por

proteoglicanos (PG), glucosaminoglicanos (GAG) y glucoproteinas de adhesion.
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Las moléculas de GAG y PG forman una “sustancia fundamental” gelatinosa,
hidratada en la que estdn incluidas las fibras de coldgena. La capacidad de las
células para adherirse a los componentes de la matriz extracelular se encuentra
mediada, en gran parte, por las glucoproteinas de adhesion que se encuentran

en la membrana celular.

La irrigacion del ligamento periodontal procede de las arterias dentarias
superior e inferior. Estas arterias se ramifican por todo el ligamento y establecen
numerosas anastomosis arteriovenosas formando una red poliédrica que rodea

la raiz.

El responsable de la inervacion del PDL es el nervio trigémino y sus ramas. Las
terminaciones nerviosas del periodonto tienen abundantes receptores del dolor,
el tacto y la presion (mecanorreceptores) como los demas tejidos del organismo. El
ligamento periodontal posee, ademas, propioceptores que aportan informacion
concerniente a movimientos y posiciones del diente (es decir, sensibilidad

profunda).

Los dientes del maxilar inferior, incluido su PDL, estan inervados por el nervio
dentario inferior, mientras que los del maxilar superior estan inervados por el

plexo dentario superior.

4.- ODONTOGENESIS.

Para emprender un estudio exhaustivo de las caracteristicas histogenéticas de
las células del ligamento periodontal y sus potencialidades regenerativas es

preciso repasar los principales procesos que ocurren en el desarrollo del diente.
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La odontogénesis es un proceso altamente coordinado y complejo que se
extiende desde la cuarta semana del desarrollo embrionario hasta
aproximadamente los 21 afios, cuando se completa la formacion apical del
tercer molar. El ser humano posee 20 dientes deciduos y 32 dientes
permanentes. Su proceso de formacion es similar para ambos tipos de diente

pero ocurre a diferentes edades (Koussoulakou y col., 2009).

Depende de una serie de senales entre dos tejidos adyacentes: un epitelio y un
mesénquima. Mientras el proceso histologico estd bien documentado, el
mecanismo molecular subyacente estd empezando ahora a ser aclarado (Maas
and Bei, 1997). El avance realizado en los ultimos afios en el conocimiento de los
aspectos moleculares de la odontogénesis permite afirmar que el desarrollo de
la denticidn estd bajo un estricto control genético, que determina las posiciones,
numero y forma de las diferentes piezas dentarias. Existen células
indiferenciadas que intervienen en este proceso desde sus inicios hasta su
finalizacidn, e igualmente existen numerosos genes involucrados, cuya funcion

no se conoce por completo (Koussoulakou y col., 2009).

Los dientes derivan de dos de las primitivas capas germinales que se relacionan
en la cavidad oral: el ectodermo y el mesodermo, contribuyendo también de
forma importante células derivadas de la cresta neural, derivado especializado
ectodérmico. La cresta neural es una poblacién de células madre migratoria que
pueden dar lugar a neuronas y células gliales del sistema nervioso periférico,
células endocrinas, células del tejido conectivo, musculares y de pigmento

durante el desarrollo embrionario (Miletich y col., 2004).

En la region cefdlica, las células de la cresta neural del rombencéfalo y
mesencéfalo, migran  ventralmente hacia los arcos branquiales,

aproximadamente a las 4 semanas de desarrollo intrauterino, donde
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interaccionan con los tejidos mesodérmicos circundantes constituyendo el
ectomesénquima. El desarrollo del ectomesénquima origina la interaccion
epiteliomesenquimal induciendo la proliferacion y el engrosamiento del
ectodermo que recubre la encia, formandose de esta manera la banda epitelial

primaria, primera manifestacion del desarrollo dental (Fig. 6-7).
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Figura 6.- Vista sagital simplificada de la parte cefalica de un embrion vertebrado. T=Telencéfalo,

Di=Diencéfalo, Mes=Mesencéfalo, OV=vesicula ocular, FNP=Prominencia frontonasal,

Rho=Romboencéfalo, R1-R8=Rombdmeros. I-V=los primeros 4 arcos branquiales (Koussoulakou y col.,

2009).
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Figura 7.- Inicio de la odontogénesis. (A) Ectodermo oral en contacto con el ectomesénquima. (B) Las
células epiteliales secretan sefiales especificas en diferentes areas, proliferan y formas una banda de
tejido epitelial, 1a lamina dental y las placodas dentales. (C) En las placodas dentales las células
epiteliales proliferan y se introducen dentro del mesénquima formando las yemas dentales.

pek = nddulo esmalte primario. (Koussoulakou y col., 2009)
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Los diferentes tejidos dentarios derivaran, entonces, del mesodermo y la cresta
neural formando la papila y el foliculo o saco dental que originan los
odontoblastos, los cementoblastos y los fibroblastos; asi como del ectodermo
oral que forma el Organo del esmalte y los ameloblastos (Barberia, 1995;

Miletich y col., 2004) (Fig. 8).

ECTODERM- ECTODERMO — ORGANO DEL ESMALTE — ESMALTE
DERIVED
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Periodontal
ligament
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.
CREST-
DERIVED HUESO ALVEOLAR

Figura 8.- Origen embrioldgico del diente (Miletich y col., 2004).

Fases de la Odontogénesis

Existen dos tipos de denticidn en el ser humano, la temporal y la definitiva. La
denticion temporal comienza a formarse a partir del segundo trimestre de
embarazo y se extiende hasta después del parto. La denticion permanente

comienza a formarse en el nacimiento y concluye a los 21 afos de vida.

La odontogénesis tiene 4 etapas fundamentales: lamina dentaria, yema dentaria,

casquete y campana (Barberia, 1995).
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» Lamina dental

El tejido potencialmente odontogénico puede apreciarse entre las 4 y las 6
semanas de desarrollo embrionario como dareas de engrosamiento del
ectodermo del estomodeo o boca primitiva. Constituye la banda epitelial
primaria y se dirige hacia atrds formando dos arcos en forma de herradura, uno

en el maxilar y el otro en la mandibula, y reciben el nombre de ldmina dental.

Posteriormente, se produce otra proliferacion del epitelio oral formando la
lamina vestibular o banda del surco labial. Esta ldmina se desarrolla bucalmente
respecto a la ldmina dental, es decir, mds cercana a la superficie de la cara,
circunscribiendo la ldmina dental y dividiendo los margenes externos del
estomodeo en segmentos bucales (que forman las mejillas y los segmentos
labiales) y en segmentos linguales (en los cuales se desarrollan los dientes y el
hueso alveolar). El vestibulo de la boca se desarrolla entre el segmento lingual y

el bucal por la desintegracion de las células centrales.

El resto del epitelio forma el revestimiento de labios, mejillas y encias. La
mayoria de las células epiteliales de las diferentes ldminas se desintegran y

desaparecen durante el desarrollo.

A partir de la lamina dental, se suceden 4 etapas en las que se producen la
morfodiferenciacion y la histodiferenciacion del 6rgano dental. Destacar que el
proceso es continuo, que no hay una clara diferenciacion entre los estadios (Fig.

9).
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Figura 9.- Corte parasagital de la mandibula de un embrién humano de 14 semanas de edad, donde

puede apreciarse la localizacion relativa de los gérmenes dentarios. (Patten B, 1968)

> Estadio de brote o yema dentaria

Los brotes o gérmenes dentales que se corresponden con el niimero de dientes

temporales (10 en maxilar y 10 en mandibula) se desarrollan a la 8% semana de
desarrollo intrauterino como proliferaciones locales de la ldamina dental que se
introducen en el mesénquima subyacente. Alrededor de estas proliferaciones
ectodérmicas, las células adyacentes sufren un proceso de condensacion y
constituiran la futura papila dental. Los brotes de los 32 dientes permanentes
también se originaran de esta lamina alrededor del quinto mes de gestacién y
estardn situados en los procesos por lingual o palatino en relacion a los
elementos primarios. El extremo posterior de la ldmina dental contintia su
crecimiento hacia atrds, denomindandose ldmina sucesiva o definitiva y proveera
los brotes de los dientes permanentes que no tienen predecesores deciduos (Fig.

10).
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Figura 10.- Germen dentario en la fase de yema, a las 9 semanas. (Patten B, 1968)

> Estadio de casquete o caperuza

Aproximadamente a la 10° semana de vida intrauterina, la superficie
profunda de los brotes se invagina, quedando en el interior una condensacion
de células ectomesenquimales que constituye la papila dental y forméndose el
organo del esmalte que adopta la forma de caperuza o casquete. Cada esbozo
dentario estaria constituido por el 6rgano del esmalte y una papila dental,

rodeados por el foliculo dental (Fig. 11).
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Figura 11.- Primordio dentario en la etapa de casquete, a las 11 semanas. (Patten B, 1968)
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» Estadio de campana

A finales del 3° mes de desarrollo embrionario, la superficie inferior de la
caperuza crece y profundiza en el mesénquima subyacente, de modo que la

escotadura se hace mds acusada y entra en el periodo de campana.

En este estadio ocurre la histodiferenciacion del 6rgano del esmalte y también la
determinacion del patron de la corona o morfodiferenciacion. Empieza a
observarse que a la altura del futuro cuello del diente los epitelios dentales
externo e interno del 6rgano del esmalte se unen y forman el asa cervical de la
cual derivard la raiz dentaria. En el centro de ambos epitelios queda el reticulo
estrellado y el estrato intermedio, necesarios también para la formacion de la

corona dental.

El epitelio dental interno induce a las células adyacentes de la papila dental a
diferenciarse a odontoblastos. Los odontoblastos son los responsables de la
formacion y mineralizacion de la matriz de la dentina o predentina, que
comienza en el 4° mes. La primera capa de dentina actiia como sefial para que
las células del epitelio interno del esmalte se diferencien a ameloblastos y
comiencen a formar el esmalte. Esta interdependencia entre los tejidos se
denomina induccion reciproca. La capa de contacto entre esmalte y dentina se
llama wuniéon amelodentinaria. El punto de maduracién inicial de los

ameloblastos (centro de crecimiento) originara la futura cuspide.

La capa constituida por los ameloblastos y los odontoblastos recibe el nombre

de membrana amelodentinal o bilaminar (Fig. 12).
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Figura 12.- Primordio de un incisivo central en la etapa de campana, a las 14 semanas. (Patten B, 1968)

> Estadio de corona

En este momento ocurre la formacion de dentina y esmalte, la ldmina dental se
desintegra y el diente continia su desarrollo separado del epitelio oral.
Conforme aumenta el grosor de la dentina, los odontoblastos retroceden hacia
la papila dental y dejan en la dentina prolongaciones citoplasmaticas llamadas
prolongacion o proceso odontoblastico. La capa de odontoblastos persiste
durante toda la vida del diente y constantemente produce predentina y dentina.
Es muy caracteristico del ameloblasto el desarrollar unas prolongaciones
cOnicas llamadas Procesos de Tomes, que se unen a los cuerpos celulares
mediante unos complejos de uniéon denominados aparato de barra terminal,
que mantienen el contacto entre las células adyacentes. Este proceso de Tomes
tiene un papel fundamental en la secrecién de esmalte prisméatico. Cuando los
ameloblastos han finalizado su participacion en la mineralizacion del esmalte,
secretan una cuticula organica sobre la superficie del esmalte, que se conoce
como cuticula primaria o del desarrollo. Los ameloblastos se adhieren a esta
cubierta organica del esmalte a través de hemidesmosomas y este estadio de
formacién y unién de la placa se conoce como estadio protector de la funcion
del ameloblasto. Los ameloblastos se acortan y contactan con el estrato

intermedio y el epitelio externo del esmalte, fusiondndose para formar el
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epitelio reducido del esmalte. Esta cobertura celular organica permanece en la
superficie del esmalte hasta que el diente erupciona en la cavidad bucal. La
forma de la corona de cada diente viene determinada por el cese de las mitosis
en determinados puntos de la membrana bilaminar (Avery y Chiego, 2007) (Fig.

13).
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Figura 13.- Incisivo antes de hacer erupcion en un feto a término. (Patten B, 1968)

» Formacion de la raiz

La raiz comienza a formarse cuando acaba de hacerlo el esmalte de la corona, lo
que sucede aproximadamente a los 6 meses después del nacimiento. El asa
cervical profundizan en el mesénquima englobando cada vez mas papila dental
y pasa a constituir la vaina radicular epitelial de Hertwig, la cual determina la
morfologia de la futura raiz e induce la diferenciacion de los odontoblastos que
formardn la dentina radicular. Al depositarse cada vez mads dentina en el
interior de la capa ya formada, la cavidad pulpar se estrecha y finalmente forma
un conducto por el que pasan los vasos sanguineos y los nervios de la pieza
dentaria. Iniciada la formacién de la dentina radicular, las células del interior de
la vaina de Hertwig sintetizan y segregan proteinas relacionadas con el esmalte
(probablemente familia de las amelogenina). La degeneracion de esta vaina

pondra en contacto a las células ectomesenquimaticas situadas en el foliculo
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dental con la superficie radicular. Las células en contacto con las proteinas
relacionadas con el esmalte se diferencian en cementoblastos. Los
cementoblastos fabrican una matriz que posteriormente se mineraliza y forma
una delgada capa de cemento sobre la dentina radicular (se unen mediante
interacciones fibrosas). Las fibras de coldgeno que quedan incluidas en el
cemento tras la calcificacion forman parte de las fibras primitivas del ligamento
periodontal. El resto de células de la papila dental formaran la pulpa dental. En
el extremo en proliferacidn, la vaina radicular se dobla en un angulo cercano a
los 45°. Esta area se denomina diafragma epitelial. El diafragma epitelial rodea

la abertura apical de la pulpa dentaria durante el desarrollo de la raiz.

Cuando los odontoblastos se diferencian a lo largo del borde de la pulpa, la
dentinogénesis radicular avanza y la raiz se alarga. En la pulpa adyacente al
diafragma epitelial se produce una proliferacion celular. Esta se conoce como
zona de proliferacion pulpar. Se cree que esta drea produce nuevas células
necesarias para la elongacion de la raiz. Posteriormente la raiz se ensancha
hasta que la abertura apical se restringe a aproximadamente de 1 a 3 mm,
suficiente para permitir una comunicacién vascular y nerviosa entre la pulpa y

el periodonto (Avery y Chiego, 2007).

Fuera del cemento se va a originar el ligamento periodontal, junto con la matriz
secretada por los cementoblastos, y las criptas dseas donde se desarrollan los

dientes y de donde erupcionaran mas tarde (Fig. 14).
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Figura 14.- Incisivo parcialmente protruido que muestra el primordio de un diente permanente cerca de

una de sus raices. (Patten B, 1968)

El PDL y el cemento radicular se desarrollan a partir del tejido conectivo laxo
que rodea al germen dentario. El1 PDL se forma concomitantemente con el

desarrollo de la raiz y la erupcion del diente.

a) El germen dentario se forma en una cripta del hueso. Las fibras
coldgenas producidas por los fibroblastos en el tejido conectivo laxo
del germen dentario, durante el proceso de su maduracién, quedan
incluidas en el cemento recién formado apicalmente al limite
cementoadamantino. Las fibras forman haces, orientadas hacia la
porcion coronal de la cripta osea.

b) Las fibras verdaderas del PDL, las fibras periodontales, se desarrollan
en conjuncion con la erupcién del diente, primero las que entran en la
porcion mas marginal del hueso alveolar.

c) Despusés, las dispuestas en haces ubicados mas apicalmente.

d) La posicion de los haces de fibras coldgenas se modifica

continuamente durante la erupcion dentaria.
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Estas estructuras coldgenas experimentan un remodelado continuo, es decir,

reabsorcion de fibras viejas y formacion de nuevas (Lindhe, 2000) (Fig. 15).

CCA

Figura 15.- Desarrollo del PDL; CCA: Limite cementoadamantino; FDG: Fibras dentogingivales; FDP:
Fibras dentoperidsticas; FCA: Fibras de la cresta alveolar; FH: Fibras horizontales;

FO: Fibras oblicuas; FA: Fibras periapicales. (Lindhe, 2000)

Histofisiologia de la morfogénesis dentaria.

La formacion del diente viene determinada fundamentalmente por células: las
células epiteliales bucales que forman el o6rgano del esmalte y las células
ectomesenquimales que forman la papila y el foliculo dental. Destacar que un
tipo de células que intervienen en la formacion del diente son las células
procedentes de la cresta neural. Estas células tienen su origen en el borde dorsal
del tubo neural y migran posteriormente hacia maxilar y mandibula
entremezclandose con las células mesenquimatosas. Estas células también estan
presentes en la formacion del mesénquima de las glandulas salivares y dermis,

asi como hueso, nervios y musculos de la cara (Avery y Chiago, 2007).
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Una de las claves en el proceso de odontogénesis es la interaccion del
ectomesénquima y del epitelio. De tal modo que un epitelio de origen no
dentario, expuesto ectopicamente al efecto inductor del ectomesénquima de la
papila dentaria puede dar lugar a la formacion de los derivados epiteliales de
un primordio dental (6rgano del esmalte y esmalte). Otra de las funciones de
este ectomesénquima es regular la morfologia de los elementos dentarios,
dando lugar a incisivos, caninos, premolares o molares, segin el momento

(Gémez y Campos, 2002).

Aproximadamente son 300 genes y 100 factores de transcripcion los que regulan
el proceso de morfogénesis dentaria, que actualmente no se conocen
completamente, si bien se han identificado distintos factores que codifican
sefales morfogenéticas y que participan en la interaccion epitelio-mesénquima
como son: las proteinas morfogenéticas Oseas (BMPs), los factores de
crecimiento fibroblasticos (FGFs), las proteinas Hedgehog (Shh) y las proteinas
Wnt (Gémez y Campos, 2002).

Las BMPs intervienen en la expresion de los genes Msx-1, Msx-2, leftl, Pax-9 y
Barx1, los cuales contribuyen a determinar el patron del érgano dentario. Se
expresan en las células epiteliales y células ectomesenquimaticas. BMP-4 es la

molécula mdas importante de esta familia.

Los FGFs regulan la morfogénesis epitelial y el desarrollo del mesénquima.

FGF-8 es junto a BMP-4 de las moléculas més importantes.

Las proteinas Shh se encargan del crecimiento y determinan la forma del diente.

Las Proteinas Wnt intervienen en la regulacion de la proliferacion, la migracion

y la diferenciacion celular.
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Otros factores implicados son el TGFb (factor transformador del crecimiento) y
la Activina que intervienen en el estadio de brote, el EGF (factor de crecimiento
epidérmico) que acttia en el estadio de campana y el PDGF (factor de

crecimiento derivado de las plaquetas) que acttia en el estadio de campana.

Las células epiteliales estimulan la llegada de las células multipotentes de la
cresta neural secretando proteinas de la familia de los FGFs (FGF3, FGF4, FGFS8,
FGF10) y BMPs (BMP2, BMP4) los cuales provocan una division del epitelio
ectodérmico oral en una dominio distal y otro proximal. BMP4 y FGF8 se
encuentras en ectodermo y ectomesénquima, mientras que Shh y Wnt solo se
halla en ectomesénquima. Una vez poblado el primer arco branquial, las células
procedentes de la cresta neural se entremezclan con las del mesénquima y
comienza la interaccion epitelio/ectomesénquima para dar lugar a las etapas de

formacion del germen del diente (Chung y col., 2009).

5.- CELULAS MADRE EN EL DIENTE

Durante el desarrollo del diente, una subpoblacion de células mesenquimales se
diferencian en odontoblastos, que son los responsables de la formacion de la
dentina primaria. Después de la erupcion dental, debido a los mecanismos de
erosion y/o la degradacion dentinaria de origen bacteriano, los odontoblastos
forman la llamada dentina reparativa. Se piensa que estos odontoblastos surgen
de la proliferacion y diferenciacion de una poblacion precursora, que se
encuentra en algun lugar dentro del tejido pulpar. Estan siendo identificados
continuamente en todos los tejidos conjuntivos del cuerpo humano nichos de
células madre/progenitoras que juegan un papel fundamental en los procesos

reparativos de lesiones. Esta subpoblacién celular puede representar solamente
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el 1% de la poblacion total, sin embargo, dan lugar a una gran cantidad de
progenie diferenciada en respuesta a senales especificas extracelulares (Sloan &

Waddington, 2009).

La localizacion de esos nichos de células madre en el caso de la pulpa dental es
todavia objeto de debate. Los primeros estudios de Fitzferald y col. (1990)
proponian que esas células progenitoras derivaban de una poblacion de células
similares a los fibroblastos y sefialaban cierta contribucion de células hijas
derivadas de una poblacion perivascular. Estudios posteriores han sugerido
que los nichos de células madre/progenitoras residen predominantemente en
regiones perivasculares de la cavidad pulpar, desde donde migran al sitio de la
lesion. Sin embargo, la determinacion de nichos por elevacion en la expresion
de Notch (sefial molecular que controla el destino de las células madre) tras una
lesion pulpar in vivo ha sugerido nichos adicionales por toda la pulpa (Sloan &

Waddington, 2009).

Vemos como los estudios realizados sugieren que existe mas de una poblacion
de células madre dentro de la pulpa dental que difieren en su estado
embrionario, apuntando a la existencia de dos estirpes celulares, una con
caracteristicas de la cresta neural y otra de origen mesenquimal. Lo que puede
explicar las diferencias observadas en las respuestas odontogénicas, como la
proliferaciéon y los patrones de la sefial de Notch tras un trauma, después de
varios trasplantes de células madre clonogénicas derivadas de una sola célula.
Esto también se ha observado en las diferencias genotipicas y en los patrones de
expresion de proteinas en células madre de la pulpa de dientes deciduos y del

PDL (Sloan & Waddington, 2009).

Un grupo de investigadores (Gronthos y col., 2000) lograron aislar una

poblacion de células clonogénicas, con un alto indice de proliferacion,

-4] -



procedente de la pulpa dental de un ser humano adulto: les llamaron células
madre de la pulpa dental (DPSCs: Dental Pulp Stem Cells). En este estudio
comparan las DPSCs con las células estromales de la médula 6sea humana
(BMSSCs). Estas células tienen un inmunofenotipo muy similar in vitro, con la
expresion de marcadores de células madre similares (incluyendo CD44, CD106,

CD146, 3G5 y Stro-1 (Grothos y col., 2000; Sloan & Waddington, 2009).

En estudios funcionales, las DPSCs produjeron una menor cantidad de nédulos
calcificados y, al contrario que las BMSSCs, no dieron lugar a adipocitos
(Gronthos y col., 2000). Ambos tipos de células expresan proteinas asociadas a
la formacién de tejido mineral, tales como fosfatasa alcalina, osteocalcina y
osteopontina. Un patron de expresion similar fue encontrado en células madre
aisladas del PDL. Sin embargo, las DPSCs han mostrado una mayor
proliferacion y una tasa de potencial de crecimiento mas alta (Sloan &

Waddington, 2009).

Las células madre de la pulpa dental son definidas como células clonogénicas
capaces de autorrenovarse y diferenciarse en multiples lineas celulares
(Gronthos y col.,, 2000). En este trabajo Gronthos y colaboradores (2000)
estudian la capacidad de autorrenovacion y de diferenciacién en maultiples
lineas celulares de las células madre de la pulpa dental de humano adulto
(DPSCs). Las células aisladas fueron expandidas ex vivo y transplantadas en la
superficie dorsal subcutdnea de ratones inmunodeprimidos, y fueron capaces
de producir dentina asociada con tejido conectivo similar al de la pulpa con
odontoblastos alineados en la superficie dentinaria, tejido fibroso y vasos
sanguineos, sin hematopoyesis activa ni adipocitos (estructura similar al
complejo dentino-pulpar). Las BMSSCs formaron hueso asociado a elementos
medulares hematopoyéticos (hematopoyesis activa) y adipogénesis, con

presencia de osteoclastos y una remodelacion dsea normal. Posteriormente, las
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células estromales fueron re-aisladas tras 3 meses desde el transplante, e
identificadas como humanas en el 85% de casos, lo que demostrd el proceso de
diferenciacion. Fueron expandidas ex vivo, de nuevo, y re-transplantadas en
ratones inmunodeprimidos. Las células transplantadas fueron capaces de
diferenciarse de nuevo en odontoblastos y dar lugar a una estructura similar al

complejo dentino-pulpar que contenia fibras de coldgeno organizadas.

A nivel endoddntico, se ha conseguido regenerar pulpa y favorecer su
revascularizacidon en perros a partir de DPSCs. Una fraccion celular CD146 y
CD31 de pulpa dental de perro, tras ser expandidas in vitro y formar
estructuras tubulares, fue implantada en una pulpa dental dafiada, reparandola,
con la consiguiente formacion de vasos sanguineos y células neurales a los 14

dias del trasplante (Iohara y col., 2009).

Ademas, tras 5 semanas en cultivo con una mezcla de induccion adipogénica, se
formaron grupos de lipidos y también fueron capaces de expresar marcadores
de adipocitos (PPAR y LPL). También expresaron marcadores de precursores
neurales y células glia (Nestina y GFAP) in vitro. Los resultados indicaron que
habia subpoblaciones celulares con diferentes indices de proliferacion y

potencial de desarrollo (Gronthos y col., 2002).

Debido a su origen embrionario en la cresta neural, las DPSCs tienen la
capacidad de diferenciarse a neuronas, glia y oligodendrocitos (Sasaki y col.,
2008; Rosenbaum y col., 2008). Estas células, cuando son cultivadas con un
medio de induccion neural adecuado para neuronas, provoca en ellas un
cambio de morfologia y aumenta la expresion de marcadores neurales como [3-
III tubulina, GAD y NeuN. De igual modo son capaces de sobrevivir en el
hipocampo de un ratéon durante mas de 10 dias y seguir expresando

marcadores neurales (Miura y col., 2003).
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Estas células inician la diferenciacion neural formando neuroesferas, siendo la
neuroesfera la forma mads primaria en este tipo de diferenciacion. De hecho,
disminuye su capacidad de adhesion y su nivel de proliferacion. Al realizar el
analisis de marcadores neurales, se puede comprobar la expresion de Nestina
tanto en el interior como en la parte mas externa de la neuroesfera, TU]J-1 ({-1II
tubulina), en la capa externa y S-100 exclusivamente en la interna. Estas
neuroesferas de origen dental se organizan como las neuroesferas derivadas de

células de cerebro, en distintas capas o niveles (Sasaki y col., 2008) (Fig. 16).

Figura 16.- Marcaje de Nestina, Tuj-1y S-100 en neuroesferas derivadas de pulpa dental. Tomado de

Sasaki y cols (2008).
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Tras varias semanas de cultivo, si se aisla el RNA de estas células, expresan las
proteinas NGF, GDNF y BDNF; lo que sugiere que las DPSCs pueden tener un
efecto neuroprotector. Co-cultivadas con neuronas trigeminales, experimentan
un cambio de morfologia, con la aparicién de prolongaciones citoplasmaticas de
tipo dendritiforme que nos hacen recordar a células del sistema nervioso

(Nosrat y col., 2001; Nosrat y col., 2004).

Las DPSCs favorecen la respuesta endogena neural. Esta habilidad se demostrd
en un estudio en el que células procedentes de pulpa dental de monos, fueron
inyectadas en el hipocampo de ratones inmunodeprimidos y entre el 7-30 dia
post-implantacidon se observé un aumento de Nestina, 3-III tubulina, GFAP e
Ibal en la zona de la inyeccion que en algun caso coexpresaban con BrdU.
También se produjo un aumento de factores neurotréficos como CNTF, VEGEF,

FGE-2 y NGF (Huang y col., 2008).

En un estudio mas reciente se inyectaron DPSCs, prediferenciadas
neuronalmente en cultivo, en el fluido cerebroespinal de ratas de 3 dias de
edad. Adicionalmente se les indujo mediante frio una lesion en la corteza
cerebral a las ratas. A las 4 semanas se analizaron los cerebros de las ratas y se
hallaron DPSCs en las zonas normales de los progenitores neurales (zona
subventricular, subcallosa y subgranular). Los analisis inmunohistoquimicos
revelaron que las DPSCs expresaban marcadores neuronales tempranos (N-
Tubulina, NF-M, NeuN, GFAP) y mostraron actividad electrofisiolégica de
neuronas funcionales. Ademds se observé un aumento en el marcaje
inmunohistoquimico y la actividad electrofisiologica en la zona lesionada de la

corteza cerebral (Kiraly y col., 2011)

La presencia de un medio condrogénico afecta a este tipo de células, como a las

de médula dsea, incrementandose la expresion de aggrecan y colageno II y con
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la formacion de proteoglicanos derivados del cartilago, visibles mediante la

tincion Alcian Blue (Cheng y col., 2008)

Ademads, las células madre de la pulpa dental tienen una capacidad de
reparacion cardiomiogénica similar a las células madre procedentes de la
médula dsea y tejido adiposo (Ventura y col., 2007; Armifian y col., 2008). El
trasplante de DPSCs en ratas inmunodeprimidas a las que se les habia
provocado infarto de miocardio, mejora la funcién cardiaca, aumentando el

numero de vesiculas cardiacas, y reduciendo la zona infartada (Gandia y col.,,

2008).

Las DPSCs cuando son cultivadas con un medio inductor de tipo miogénico,
expresan de una forma intensa los marcadores miosina y myoD. También se ha
comprobado la diferenciacion miogénica de DPSCs in vivo, observandose
resultados en la zona de los implantes con marcajes positivos de MyoD1 y

MHC (Yang y col., 2007).

En otro estudio, Miura y colaboradores (2003) describen que en la pulpa
remanente de los dientes deciduos humanos exfoliados contenia una poblacion
de células madre multipotenciales (SHED: Stem cells from Human Exfoliated
Deciduous teeth), que podian ser aisladas y expandidas ex vivo. La poblacion
aislada tuvo un mayor indice de proliferacion que las DPSCs, expresaron STRO-
1 y CD146 en superficie, dos marcadores de células madre mesenquimales
también encontrados en DPSCs y en BMSSCs. En experimentos de cultivo
fueron capaces de diferenciarse en odontoblastos funcionales, osteoblastos,
adipocitos y células neurales. Inmunofenotipicamente expresaron marcadores
neurales muy inmaduros, reflejando el importante papel que tienen las células
de la cresta neural en la odontogénesis. Tras su induccion al linaje neural, con

un medio inductor neurogénico durante 4 semanas, aumentaron la expresion de
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GFAP, B-III tubulina y GAD. En los trasplantes realizados en ratones
inmunodeprimidos, fueron capaces de inducir la formacion de hueso, capaces
de generar dentina, y de sobrevivir en el cerebro de raton expresando multiples
marcadores neurales. Sin embargo, no fueron capaces de regenerar el complejo

dentino-pulpar completo como las DPSCs en experimentos in vivo.

Esta investigacion concluye que las SHED parecen ser un tipo de células mas
inmaduras que las DPSCs, con un gran indice de proliferacion y potencial para

diferenciarse en multiples lineas celulares (Miura y col., 2003).

In vivo, células procedentes de pulpa dental de terceros molares (DPSCs) y de
dientes temporales (SHED) coexpresan marcadores neurales (3-III tubulina y
NF-M), cuando han sido trasplantadas en el mesencéfalo de embriones de ave.
A las 24 horas del trasplante, las DPSCs y SHED se localizan en la zona normal
de migracion de células procedentes de la cresta neural, pero sin coexpresar
marcadores neurales. A las 48 y 72 horas, las DPSCs y SHED provocan una
marcada respuesta endogena neural. Estas células adquieren una morfologia
bipolar y coexpresan marcadores neurales como B-III tubulina y NF-M, a
diferencia de los fibroblastos de la piel utilizados como grupo control, en los

cuales no se hall6 ninguna co-expresion neural (Arthur y col., 2008).

Lo que es comun en todos los casos es que la pulpa dental es una fuente tisular
muy accesible, capaz de proveer de suficientes células madre multipotentes
para que puedan ser utilizadas en un futuro como base en terapias celulares por

su potencial en la aplicacion clinica.

Otra fuente de células madre del diente es el foliculo dental (DFSCs: Dental
Follicle Stem Cells), saco de tejido conectivo que envuelve al diente no

erupcionado. El foliculo dental dara lugar al ligamento periodontal,
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contribuyendo a la formacion de los fibroblastos del ligamento que rodea el
diente, y a células con capacidad de diferenciarse a odontoblastos,
cementoblastos y osteoblastos (Morsczeck y col., 2005). Debido a su condicidon
de vestigio embrionario estas células expresan Nestina y Notch-1. Tras su
diferenciacion con dexametasona aparecen depositos calcicos que se tifien con
Alizarin Red. In vivo son capaces de expresar la proteina osteocalcina y
sialoproteina dsea tras un mes de trasplante en ratéon inmunodeprimido, pero
no de formar hueso o cemento (Morsczeck y col., 2005). Estudios mas recientes
avalan su diferenciacion a osteoblastos/cementoblastos, adipocitos y neuronas

in vitro (Yao y col., 2008; Morsczeck y col., 2008; Morsczeck y col., 2009).

6.- CELULAS MADRE EN EL LIGAMENTO PERIODONTAL

La presencia de multiples tipos de células en el PDL dio lugar a la teoria de que
este tejido podia contener una subpoblacion de células progenitoras que

mantuvieran la homeostasis tisular y la regeneracion del tejido periodontal.

La regeneraciéon periodontal es un mecanismo fisiologico continuo; en
circunstancias normales, células y tejidos nuevos se forman de manera
constantes para sustituir a los que maduran y mueren, esto se denomina
reparacion de desgaste, se manifiesta por actividad mitdtica en el epitelio de la
encia y el tejido conectivo del ligamento periodontal, formacion de hueso y
deposito continuo de cemento. La regeneracion también sucede en el transcurso
de la enfermedad periodontal destructiva; casi todos los tejidos gingivales y
periodontales estan en estados inflamatorios crénicos y en consecuencia son
lesiones en cicatrizacion. La regeneracion es parte de la cicatrizacion. No

obstante, las bacterias y el exudado inflamatorio que producen, son lesivos para
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las células y los tejidos en vias de regeneracion y evitan que la cicatrizacion

prosiga hasta su terminacion (Carranza F.A. y cols., 2003).

La capacidad de las células del PDL para autorrenovarse y conseguir la
regeneracion periodontal implica que células progenitoras, y posiblemente
células madre, existan dentro del mismo tejido del ligamento (Ivanovski y col.

2006).

En 2004, Seo y colaboradores publicaron un trabajo para demostrar que era
posible que el PDL humano contuviera una poblacién de células madre
postnatales multipotenciales, que podian ser aisladas y expandidas in vitro,
proveyendo un reservorio unico de células madre de una fuente tisular
accesible. Estas células fueron descritas como unas células con capacidad
clonogénica, con alto indice de proliferacién y con capacidad de regenerar

tejido periodontal (Seo y col., 2004).

Experimentos previos han demostrado que la médula dsea humana y el tejido
de la pulpa dental (en deciduos y permanentes) adultos contienen células
madre capaces de diferenciarse en osteoblastos/odontoblastos, adipocitos, y
células similares a las neurales. Estas células fueron caracterizadas como
progenitores STRO-1 y CD146 positivas posiblemente derivadas de un nicho
perivascular dentro del microambiente de la médula dsea y la pulpa dental. En
el caso del las células madre adulta en el PDL (PDLSCs: Periodontal Ligament
Stem Cells) son similares a otras células madre mesenquimales con respecto a la
expresion de STRO-1, CD146, CD90, CD29, CD44, CD13, CD105 y CD166, por lo
que las células madre del PDL pueden también derivar de una poblacién de
células perivasculares que conservan capacidad autorregenerativa y
multipotencialidad (Seo y col., 2004; Trubiani y col., 2005; Nagatomo y col,,

2006). Algunos estudios apuntan que la localizacion perivascular de las células
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progenitoras sugiere que la sangre o la médula dsea podria ser fuente de esas

células (Gould y col., 1977; McCulloch y col., 1987).

Debido a la heterogeneidad de las células madre mesenquimales STRO-
1/CD146 positivas, es posible que en determinados experimentos se seleccione
una poblacion enriquecida de células madre que contendria células muy poco
comprometidas. Seria necesario identificar marcadores especificos tinicamente
expresados por células madre de PDL, con enfoques moleculares y genéticos,

para poder establecer una poblacion celular mas homogénea.

Después de aislar PDLSCs y someterlas a determinadas condiciones de cultivo,
demostraron ser una poblacion interesante por su capacidad para expresar un
fenotipo mesodérmico, diferenciandose en células similares a cementoblastos,
osteoblastos, condrocitos, adipocitos, miofibroblastos y células formadoras de
colageno (Nagatomo y col., 2006; Techawattanawisal y col., 2007; Gay y col.,
2007; Couray col., 2008, Kadar y col., 2009).

La formacion de nodulos calcificados fue en menor medida que en el caso de las
DPSCs, SHED y BMSSCs. Las PDLSCs expresaron una serie de marcadores
cementoblasticos/osteoblasticos, incluidos la fosfatasa alcalina, MEPE,
sialoproteina &sea, osteocalcina y el receptor tipo I del TGFf, aunque no
formaron dentina ni hueso, ni sus componentes hematopoyéticos asociados in

vivo (Seo y col., 2004).

Para evaluar la capacidad de las PDLSCs para diferenciarse en cementoblastos
funcionales, los trasplantes fueron realizados en la superficie dorsal subcutdnea
de 12 ratones inmunodeprimidos. Una estructura similar al cemento-PDL fue

regenerada. Mostraron la capacidad para formar fibras de colageno, como las
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fibras de Sharpey, embebiéndose en el tejido similar al cemento, sugiriendo el

potencial para regenerar el PDL-cemento in vivo (Seo y col., 2004).

Para evaluar si las PDLSCs eran capaces de contribuir a la reparacion del tejido
periodontal, las transplantaron en defectos periodontales creados
quirdrgicamente en el drea molar de mandibula de ratas
inmunocomprometidas (Seo y col., 2004). El resultado fue que en 2 de las 6
muestras recogidas estaban integradas y en algunas zonas se podian encontrar
conectadas las superficies del hueso alveolar y del diente, indicando que este
tipo de células estan implicadas en el proceso de reparacion del tejido

periodontal y su potencial para regenerar la fijacion del PDL.

Cuando fueron transplantadas en roedores inmunodeprimidos, mostraron la
capacidad para generar una estructura similar al cemento-PDL y contribuir a la
regeneracion del tejido periodontal (Seo y col., 2004). Este hecho es muy
importante, con relacion a la terapéutica dirigida a la regeneracion del tejido
destruido por la enfermedad periodontal, una de las principales causas de la
pérdida de piezas dentales (Ripamonti y col., 2009; McGuire y col., 2008; Yang y
col., 2009).

Seo y colaboradores (2005) analizaron el efecto de la criopreservacion sobre las
células progenitoras adultas del ligamento periodontal observando, a través del
marcador celular STRO-1, la presencia de estas células después de 3 a 6 meses
de congelamiento de las muestras del ligamento periodontal en nitrogeno
liquido. Adicionalmente, evaluaron el potencial de diferenciacion después del
trasplante in vivo, pudiendo visualizar la formacion de estructuras similares al
cemento, a dentina, a fibras colagenas y al ligamento periodontal. Se observé

que las tasas de proliferaciéon de colonias representaban solo el 40% de las
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descritas por estudios previos en poblaciones de células progenitoras del

ligamento periodontal.

En estudios posteriores se ha investigado el potencial de las PDLSCs para dar
lugar a células propias del sistema nervioso. Para ello las PDLSCs humanas han
sido cultivadas con diferentes medios descritos para células madre del sistema

nervioso.

Cuando el medio estaba libre de suero y con EGF Y FGF2, éstas se han
propagado como agregados celulares que recuerdan a las neuroesferas, modo
por el cual proliferan las CMN. Este hecho refuerza la importancia de las células
de la cresta neural en el desarrollo y capacidad regenerativas de las piezas
dentarias. Al analizarlas descubrieron que expresaban marcadores de células
madre neurales como Nestina y Sox-2, ademas de Emx2, un marcador
temprano del desarrollo del neocortex, y A2B5, un antigeno neuronal de

superficie (Widera y col., 2007).

Si eran tratadas con &cido retinoico, adquirian una morfologia neuronal y
llegaban a expresar marcadores neuronales como la (-III-tubulina,
Neurofilamento-M, Neurofilamento-H, MAP2, GAD67, Neurofilamento-L y

Sinaptofisina (Widera y col., 2007).

Cuando eran cultivadas con suero y dependiendo de otros componentes del
medio, la morfologia era fibroblastica, tenian una gran proliferaciéon y podian
llegar a expresar diversos marcadores neurales (de la cresta neural, neuronales
o gliales) en funcion del estudio (Widera y col., 2007; Coura y col., 2008; Kadar y
col., 2009). Asi, cuando las PDLSCs eran cultivadas con el 10% de suero bovino
fetal durante 4 dias, las células expresaban el marcador glial GFAP (Fig. 17). Y

cuando eran cultivadas en un medio inductivo para células de la cresta neural,
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se identificaba marcadores de cresta neural (HNK1, p75, nestina), neuronas ((3-
I1I-tubulina, Neurofilamento-M, proteina 2 asociada a microtabulo y periferina)
y células de la glia indiferenciadas (proteina cero), sugiriendo diferenciacion
ectodérmica. La expresion de periferina, una proteina especifica de neuronas
periféricas, confirma la existencia de células de origen en la cresta neural en el

ligamento periodontal humano.

PERIODONTAL NEURONAL CELL
LIGAMENT
-bFGF/EGF
4 days PDL/laminin

+bFGF/EGF

10 days +RA/V
N .
dissociation @ +bFGF/EGF N 2

minimal invasive i - ;
isolation of stem cells tissue containing isolated -bFGFIEGF
from periodontal ligament stem cells stem cells +10%FCS

GLIAL CELL

Figura 17.- Diagrama esquematico del protocolo de aislamiento y diferenciacién en el estudio de

Widera y colaboradores (2007).

Otros datos aportados han sido la migracion de dichas células en respuesta a
citoquinas inductoras de la migracion de las CMN vy la capacidad de dichas
células para sobrevivir e integrarse en cultivos de corte hipocampal
organotipico de rata y expresar marcadores neurales como Neurofilamento-L,
B-IlI-tubulina, Sinaptofisina y GFAP. Ademds no se produjo osificacién o
formacion de otras estructuras teratdgenas en estos trasplantes organotipicos

heterdlogos (Widera y col., 2007).

En el caso de PDLSCs de rata, cuando eran cultivadas en un medio descrito

para la formacion de neuroesferas, con EGF, bFGF, LIF y libre de suero, y eran
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analizadas, las esferas expresaron Nestina (marcador de precursor neural),
GFAP (marcador de glia), Vimentina (marcador de glia radial y célula madre
mesenquimal) y los factores de transcripcion asociados a la cresta neural Twist,
Slug, Sox2 y Sox9. Cuando eran cultivadas con un medio con suero, y en funcion
también de factores neurotroficos anadidos al mismo, expresaron diferentes
marcadores neurales y mesenquimales (Neurofilamento-M, GFAP, CNPasa y
MyoD). De esta manera, se demuestra que las células madre que componen las
esferas en cultivo son capaces de diferenciarse en progenie neural y
mesodérmica, incluidos nervios periféricos, glia y musculo esquelético, bajo

ciertas condiciones de cultivo (Techawattanawisal y col., 2007).

También existen evidencias preliminares que sugieren la produccion de
insulina por parte de las células del PDL humanas, indicativo de generacion de

células de linaje endodermal de tipo endocrino (Huang y col., 2009).

El experimento de Seo y col.,, en 2004, fue el primero en demostrar que las
PDLSCs adultas son clonogénicas, células altamente proliferativas y capaces de
regenerar tejido similar al cemento-PDL, propiedades que las definen como

células madre.

Como en el caso de las células madre de la pulpa dental, el PDL también se
trata de una fuente muy accesible para la obtencion de células madre. Ademas,
el PDL de un tnico diente puede dar lugar a una gran cantidad de células

madre debido a su capacidad para  proliferar ex  vivo.
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OBJETIVOS

Para la realizacion del siguiente trabajo se propusieron los siguientes objetivos
concretos:

1-

Aislamiento y amplificacion de las células madre del ligamento periodontal
a partir de dientes extraidos del adulto.

Definicion de las caracteristicas de estas células en un medio de cultivo basal
descrito para células madre del ligamento periodontal, incluyendo
morfologia que presentan y el perfil inmunofenotipico.

Conocer parcialmente la potencialidad citogénica de estas células mediante
el estudio de la respuesta de las células del ligamento periodontal oral a
medios de cultivos definidos para células madre del sistema nervioso.

Conocer la potencialidad neural in vivo de las células madre del ligamento
periodontal humano adulto para diferenciarse en neuronas y macroglia
(astrocitos y oligodendrocitos) mediante trasplantes intracerebrales en
ratones adultos.
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MATERIAL Y METODOS

1.- AISLAMIENTO DEL LIGAMENTO PERIODONTAL HUMANO.

Las extracciones dentales se realizaron en la Unidad de Salud Bucodental de los
Centros de Salud de Murcia-Centro, Cieza y Abaran (Murcia). Se recogieron
dientes definitivos (n=200) de pacientes mayores de 14 afios con enfermedad
periodontal avanzada o afectacion por caries, por lo que la extraccion estaba
indicada. Para asegurar el anonimato de los donantes no se llevo a cabo la

identificacion de los dientes recogidos.

Inmediatamente tras la extraccion, los dientes recogidos se depositaron en tubos
(FALCON) con medio de cultivo celular, que constaba de: Minimum Essential
Medium Eagle (MEM, SIGMA), mezcla de antibidticos (100 unidades/ml de
penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina; SIGMA) y antifungicos (250
unidades/ml de anfotericina ; SIGMA).
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Las muestras se conservaron entre 4°C y 8°C hasta poder ser procesadas.

e Extraccion del Ligamento Periodontal Humano (hPDL):

Se trabajo en condiciones de esterilidad en una cabina de seguridad biologica

vertical tipo II con filtro HEPA (Telstar).

1. Los dientes recogidos se colocaron en una placa de Petri que
contenia PBS esteril (tampdn fosfato salino 0.1 M, pH 7.4) y una
mezcla de antibioticos (100 unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml
de estreptomicina; SIGMA) y antifangicos (250 unidades/ml de
anfotericina ; SIGMA).

2. A continuacion, el ligamento periodontal se retiro cuidadosamente
de la superficie de la raiz de los dientes, fundamentalmente del
tercio medio, con la ayuda de unas pinzas y un bisturi (hoja n°15).

3. El ligamento periodontal (junto con el PBS) se traspaso a un tubo
(Falcon) donde se centrifugd durante 10 minutos a 1000 rpm. Se
desecho el sobrenadante y se procedid a realizar la disgregacion

enzimatica y mecdnica.

e Disgregacion enzimatica:

1. El precipitado celular fue sometido a una disgregacion enzimatica
utilizando una solucion de proteasas: Colagenasa tipo I (3mg/ml;
Worthington Biochem) y dispasa (4mg/ml; GIBCO) durante 1 hora
a37°C.

2. Las proteasas se inactivaron afiladiendo un volumen igual o mayor
de medio de cultivo celular MEM muy frio.

3. Se centrifug6 durante 10 minutos a 1000 rpm.
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4. Tras desechar el sobrenadante, se resuspendi6 el precipitado
celular en medio de cultivo celular MEM con anfotericina (250
unidades/ml).

5. Se centrifug6 durante 10 minutos a 1000 rpm.

6. Tras desechar el sobrenadante, se afiadié medio de cultivo celular

MEM con anfotericina (250 unidades/ml).

e Disgregacion mecanica:

1. Con el fin de quitar los trozos mas grandes de tejido remanente,
se recogieron las células del tubo con una pipeta Pasteur y se
depositaron sobre una malla estéril de 70um (Falcon, BD), donde
se tamizaron a través de la malla anhadiéndose medio de cultivo
MEM.

2. La solucion resultante se centrifugd durante 10 minutos a 1000
rpm.

3. Posteriormente, se desecho el sobrenadante y se afiadié medio de

cultivo celular MEM.

2.- RECUENTO Y ESTIMACION DE LA VIABILIDAD CELULAR

Antes de cultivar las células obtenidas, se hizo un recuento y estimacion de la
viabilidad celular mediante la utilizacion de la cdmara de Neubauer o
hemocitometro y azul tripan. Este método se basa en el principio que las células
vivas (viables) cuya membrana citoplasmatica esta intacta, no permite la

entrada del colorante (azul tripan), permaneciendo refringentes. Mientras que
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las células muertas (no viables), debido a que su membrana citoplasmatica se

encuentra rota, permite el paso de colorante tifiéndolas de azul (Fig. 18).

Los pasos a seguir eran los siguientes:

La suspension celular se agité y se depositaron 10ul de la misma en un tubo
(Eppendorf), se afiadio 10ul de la solucién de azul tripan a la muestra anterior,
agitdindose la mezcla con la misma micropipeta y procurando no hacer
burbujas. Se pegd el cubrecdmara en el hemocitdémetro humedeciendo los
bordes del mismo, y se llen6 con la mezcla anterior la camara de aire que existe
entre el cubreobjetos y el hemocitometro (0.1mm?3), por uno de los lados del
mismo. Contamos en el microscopio de contraste de fase las células tefiidas y no

tefiidas en una de las regiones de la cdmara segun la figura.

Para un recuento mds exacto pueden contarse las cuatro regiones de la cdmara y

obtener la media aritmética de los recuentos. Se calculd el nimero de células

totales y viables de la muestra segtin las siguientes formulas:

N® células viables/ml = n? células vivas contadas x 10000 x factor de dilucion

N¢ células totales/ml = (n® células vivas contadas + muertas contadas) x 10000 x

factor de dilucion.

%Viabilidad = n? de células viables x 100

n? de células totales
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Se multiplica el numero de células por 10000, ya que el volumen

correspondiente a la region contada en la cAmara Neubauer es de 0.1mm?.

CELL
SUSPENSION

—1mm —f

([*] e

I

Il

Figura 18.- Camara Neubauer. Estimacion de la viabilidad

Tras hacer el recuento y la estimacion de la viabilidad, se ajustd la solucion
celular a 1x10° células/ml y se sembr6 3ml de la misma por frasco de cultivo de

25 cm? (Sarstedt). Las células se cultivaron a 37°C, 5% de CO: y 95% de

humedad.
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3.- CULTIVO DE CELULAS DE LIGAMENTO PERIDONTAL.

Las células aisladas del ligamento periodontal crecen adheridas al plastico de la
placa de cultivo. Para el cultivo primario de PDLSCs, su expansion y
mantenimiento, se utilizé6 un medio de cultivo celular que fue denominado
medio basal (MB). El medio basal estaba compuesto por a-MEM (Minimum
Essential Medium Eagle, Alpha Modification, SIGMA) al que se le afiadieron los

siguientes componentes:

COMPONENTES CONCENTRACION

Calf Serum fetal(GIBCO) 15%

Penicilina/ Estreptomicina(SIGMA) 100pg/ml

Glutamina(SIGMA) 2mmol/1
Acido ascérbico 2 fosfato(SIGMA) 100pumol/1
Anfotericina(SIGMA) 2.5ul/ml

Tabla 1. Componentes del Medio Basal.

Con el objetivo de conseguir un nimero de células suficientes para llevar a cabo
la investigacién, semanalmente, cuando las células estaban cerca de llegar al
estadio de confluencia, ocupando aproximadamente el 85% de la base del frasco

de cultivo, se realizaba el siguiente proceso:

Se retiraba el medio de cultivo del frasco que contenian las células, se afiadia
Tripsina 0.25% + EDTA 1mM (disgregacion enzimatica) en cantidad suficiente
para cubrir la superficie del mismo y se incubaba en una estufa para cultivos

celulares a 37°C, 5% de CO2y 95% de humedad durante 5 minutos.

Posteriormente, se procedia a la neutralizacion de la actividad enzimatica con

igual o mayor cantidad de medio de cultivo frio. La mezcla era centrifugada
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durante 10 minutos a 1000 rpm, se desechaba el sobrenadante y se resuspendian
las células en 1 ml de medio de cultivo basal. Tras estimar la viabilidad, se
ajustaba el numero de células de la suspension anterior, normalmente a 1x10°
células/ml, y eran sembradas en un frasco de cultivos de mayor superficie que
el anterior. Las células se incubaron en una estufa para cultivos celulares a 37°C,
5% de CO:2y 95% de humedad. El medio de cultivo celular basal era cambiado

con una frecuencia de 3 veces por semana aproximadamente.

En este trabajo de investigacion se han utilizado dos tipos diferentes de medio
de cultivo, el medio para cultivar células del hPDL (medio de cultivo celular
basal), anteriormente descrito, y un segundo medio para la proliferacion y
mantenimiento de células madre neurales tanto del adulto como del embrion

(medio de cultivo celular definido), cuyos componentes fueron:

e Solucién Hormonal 10X: DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagles

Medium/F12; Gibco) suplementado con:

Solucién de hormonas 10X CONCENTRACION
GLUCOSA 0.48%

NaHCO3 0.09%

HEPES 4mM
Apo-Transferrina (Sigma) 0.8mg/ml

Insulina (Roche Molecular Biochemicals) 0.2mg/ml

Putrescina (Sigma) 77ug/ml
Progesterona (Sigma) 0.16pM

NazxSeOs (Sigma) 0.24pM

Mezclar bien y filtrar. Alicuotar y guardar a -20°C

Tabla 2. Componentes de la Solucién de Hormonas 10X.
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e Medio completo: DMEM/F12 suplementado con:

Medio Completo (100ml) CONCENTRACION
GLUCOSA 0.6%

NaHCO3 0.11%

HEPES 5mM

L-Glutamina (Gibco) 2mM

Solucion de hormonas 10X 10%

P/S (penicilina/streptomicina) 50 unidades/ml

EGF(Epidermal Growth Factor, Pepro-Tech) | 20ng/ml

FGF2(Fibroblast Growth Factor,Pepro-Tech) | 10ng/ml

BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma) 4mg/ml

HEPARINA (Sigma) 0.7 unidades/ml

Tabla 3. Componentes del medio completo.

4.- CONGELACION DE LOS SUBCULTIVOS CELULARES

Para tener una reserva de células almacenadas que permitiera llevar a cabo la
investigacion, se procedié a la congelacion de células en estado proliferativo.
Los cultivos celulares se congelaron en medio de cultivo celular a-MEM
(SIGMA) con 10% de DMSO (dimetil sulféxido;, SIGMA), que evita la
cristalizacion del agua dentro del citoplasma. Se coloc6 1 ml de suspension
celular (aproximadamente 1x10° células/ml) por cada vial, se le afadio6 DMSO y
se agitd. Posteriormente, los viales fueron colocados en un recipiente (Cryol;
NALGENE) que contenia isopropanol y se guardd en una camara frigorifica de

-70°C durante 2 horas. La utilizacion de este recipiente permite la bajada de
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temperatura de manera gradual, aumentando asi la viabilidad celular. Tras 2

horas a -70°C, los viales fueron crioconservados en nitrégeno liquido.

5.- DESCONGELACION DE LOS SUBCULTIVOS CELULARES

En los casos en los que los cultivos celulares fueron congelados, viales de
1x10°células fueron descongelados sumergiéndolos en un bafio a 37°C.
Posteriormente se anadia medio de cultivo celular a la suspensién y era

centrifugada durante 10 minutos a 1000 rpm.

El precipitado celular resultante se resuspendia en 1ml de medio de cultivo
celular basal. Tras estimar la viabilidad, las células eran sembradas en un frasco
de cultivo y se incubaban en una estufa para cultivos celulares a 37°C, 5% de

CO2y 95% de humedad.

6.- METODO DE TRANSFECCION: ELECTROPORACION

Técnica basada en la permeabilizacidn transitoria de las membranas celulares a
una gran variedad de moléculas solubles en agua, como los 4cidos nucleicos.
Esto se consigue sometiendo a las células vivas a pulsos eléctricos breves que
inducen diferencias en el potencial transmembrana y abren poros transitorios

en las membranas celulares.
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Para este proceso se prepararon 2 millones de células procedentes del ligamento
periodontal que fueron tripsinizadas, centrifugadas y resuspendidas en 150 pl
de medio de cultivo basal a-MEM. A esta suspension celular se afadié 10 ug de
DNA plasmidico y la mezcla se dispuso en una cubeta de plastico, enfriada
previamente a 4°C, con electrodos de aluminio separados 0.4 cm (Bio-rad®). Se
aplico un campo eléctrico de 40 psg de duracidon, con unas condiciones de
voltaje de 300v y una capacitancia de 500 pF, utilizando para ello un

Electroporador Gene Pulser-II (Bio-rad).

Una vez electroporada la suspension celular, se centrifugd y volvio a sembrar
en frascos de cultivo con medio de cultivo basal. Para llevar a cabo la seleccion
de las células transfectadas, se utilizo el antibiotico higromicina B (Calbiochem)

a una concentracion de 100 pg/ml.

7.- TRASPLANTES INTRACEREBRALES

Los animales usados para el desarrollo de la presente tesis han sido mantenidos
en condiciones Optimas de supervivencia en el animalario del Instituto de
Neurociencias de San Juan (Alicante). Todos los experimentos realizados para el
desarrollo del presente trabajo se han hecho de acuerdo a la normativa de la
comunidad europea (European Council Directive 86/609/EEC) para el cuidado

de los animales de laboratorio.

Los ratones utilizados fueron 15 ejemplares hembras adultas de entre uno y dos
meses de edad, tipo nude o desnudos (HSD: ATHYMIC NUDE-Foxnl nu/un,
autosdmico recesivo, mutacion en el cromosoma 11), que ademads de presentar

su fenotipo desnudo o sin pelo, carecen de un timo funcional que permanece
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rudimentario y produce un nimero reducido de células T maduras, por lo cual

no rechazan tejidos alo y xenotrasplantados (Fig. 19).

Figura 19.- Ratén nude

Con el fin de mantener el animal anestesiado durante toda la manipulacion, se

le colocod una mascara anestésica con isofluorano.

El animal se colocd en un aparato estereotaxico KOPF modelo 900LS y se
sujetaron con adaptadores de raton para la boca y las barras interaurales, de

modo que la cabeza quedara inmovilizada (Fig. 20).

Con el brazo estereotaxico se localiz6 el punto de la inyeccion en el hemisferio
derecho: 2'Imm en posicion caudal a la sutura Bregma y a 1’9mm a la derecha
de la linea media sagital (Fig. 21). Se hizo una marca y con una fresa (minicraft)
portando una broca de Imm de diametro se perford el hueso craneal haciendo

un agujero.
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Figura 20.- Aparato estereotaxico KOPF modelo 900LS

Linea intsraural

Figura 21.- Imagen del plano superior de un craneo de raton.
Se indican los puntos de intersecciéon de las suturas craneales
Bregma y Lambda, los ejes de la linea interaural y de la linea

medio sagital, asi como el nombre de los distintos huesos que

*

lo forman. * indica el lugar de la inyeccién celular en el

hemisferio derecho.

A través de este agujero, bajo la lupa (LEICA modelo MS 5) y con ayuda de una
jeringuilla de punta biselada de 5 ul (Hamilton), se inyect6 1ul (1x10°células) de
suspension celular, todo ello bajo condiciones asépticas. La ubicacion de la
inyeccion fue en el drea parietal, a 2’1 mm de profundidad en el parénquima
cerebral desde la dura madre (Franklin y Paxinos, 1997). Tanto la liberacién de
la suspensidn celular como la extraccion de la aguja se hicieron lentamente para

evitar una difusion masiva sobre la superficie cerebral.
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Los animales, después de la inyeccion, se recuperaron de la anestesia en una
manta térmica a 37°C y posteriormente fueron devueltos a sus jaulas habituales

donde se mantuvieron en condiciones 6ptimas hasta su sacrificio.

Tras 1 mes después de ser trasplantados, los animales fueron sacrificados
mediante perfusion intracardiaca con paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS. A
continuacion los cerebros fueron extraidos y posfijados para mas tarde ser

analizados inmunohistoquimicamente.

8.- PERFUSION INTRACARDIACA Y POSFIJACION DEL TEJIDO

Los animales experimentales fueron anestesiados con isofluorano y sacrificados
mediante perfusion intracardiaca con PFA (Prolabo) al 4% en PBS. Para ello el

protocolo seguido fue el siguiente:

1. Se abri6 la cavidad tordcica con ayuda de unas tijeras de diseccion
finas dejando al descubierto el corazén, que aun mantenia ritmo
cardiaco, aunque lento. Seguidamente se realizo un corte en la
auricula derecha abriendo asi la circulaciéon sanguinea en la
porcion venosa del circuito mayor. Esto permitio el adecuado flujo
de las soluciones de perfusion.

2. A continuacion se hizo una incision en el ventriculo izquierdo con
una aguja 30g (0'3mm x 13mm) conectada a una bomba
peristaltica (Minipuls, Gilson) a través de la cual se inyect6 a una

velocidad de 6pul/s, primeramente 5 ml de PBS estéril para lavar la
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3.

sangre y evitar la formaciéon de codgulos sanguineos, y
posteriormente 50ml de PFA al 4% en PBS.

Una vez fijados, los animales fueron decapitados con unas tijeras
grandes y con ayuda de un bisturi se les corto la piel, con unas
tijeras finas rectas se les hizo en el craneo un corte perpendicular y
otro paralelo a la linea media sagital para, por ultimo, con unas
pinzas finas rectas abrir el resto del crdneo y dejar expuesto el
cerebro que fue extraido, tras cortar el quiasma dptico, con unas
pinzas curvas.

Tras ello, el cerebro fue posfijado toda la noche a 4°C inmerso en
igual fijador y a continuaciéon lavado con PBS (3x30 minutos).
Posteriormente, los cerebros fueron crioprotegidos incubandolos
primeramente en sacarosa (Prolabo) al 15% en PBS a R/T durante

8 horas y después en sacarosa al 20% en PBS a 4°C toda la noche.

9.- TECNICA PCR-RNA

Aislamiento de RNA de células en cultivo.

Las células en proliferacién se tripsinizaron y centrifugaron congelando a -70°C

el sedimento celular para evitar la degradacion de RNA. El aislamiento de RNA

total se hizo segtin el protocolo del fabricante del kit comercial RNeasy Mini Kit

(Quiagen).
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e Reaccion de trascripcion reversa.

1-2ug de RNA total purificado se utiliz6 como molde para la obtencion del
cDNA utilizando 20 wunidades de retrotranscriptasa del virus de la
mieloblastosis aviar (AMV-RT; Promega), 50pmoles de hexameros al azar
(Promega), 10 unidades de inhibidor de RNasa (RNAsin, Promega) y 1mM de
desoxirribonucledtidos, en un volumen final de 20 pl. La reaccion en reverso se
hizo durante 90 minutos a 42°C, inactivando posteriormente la enzima AMV-RT

durante 5 minutos a 90°C.

e Amplificacion de DNA.

La reaccion en cadena de la polimerasa se llevd a cabo en un termociclador
(Biorad). Se utilizé como molde 1 ul de cDNA, desoxirribonucledtidos (ANTPs,
Promega), oligonucledtidos (Bonsaitech) y el enzima Amplitaq (Perkin- Elmer).
La amplificacién de los fragmentos de DNA se analizdé mediante electroforesis

en gel de agarosa.

e Oligonucleotidos utilizados.

MUSASHI-1: 5 GGCTTCGTCACTTTCATGGACC 3’
5 GGGAACTGGTAGGTGTAACCAG 3’

NESTINA: 5" GAAGTAGGGGATGAGGAGGC 3’
5" TAGAGACCTCCGTCGCTGTT 3°

OCT 3/4: 5" GAGGAGTCCCAGGACATCAA 3’
5" TCTCCAGGTTGCCTCTCACT 3
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SLUG: 5" CAGTCCAAGCTITCAGACCC 3’
5" CAGTGAGGGCAAGAAAAAGG 3’

S0OX9: 5" AGAAGGACCACCCGGATTAC 3
5" AAGTCGATAGGGGGCTGICT 3

TWIST: 5 "ATTCAAAGAAACAGGGCGTG 3
5 CTATGGTTTTGCAGGCCAGT 3°

SOX2 5" CATCACCCACAGCAAATGAC 3’
S TTTTTCGTCGCTITGGAGACT 3’

10.- DETECCION DE PROTEINAS

10.1.- IN VITRO

10.1.1.- Inmunocitoquimica (ICC)

e DPreparacion del sustrato de adhesion para llevar a cabo la

inmunocitoquimica.

Con el fin de facilitar su manipulacién, las células eran sembradas sobre
cubreobjetos de cristal tratados con un sustrato, sobre los que posteriormente la

inmunocitoquimica era realizada.

La preparacion del sustrato de adhesion se realizaba mediante el siguiente

protocolo:
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Se sumergia en etanol al 70% cubreobjetos de cristal esféricos de 12mm de
didmetro. Posteriormente, los cubreobjetos eran secados con papel de filtro y
colocados en una placa petri de cristal estéril donde se autoclavaron a 120°C

durante 20 minutos para su esterilizacion.

A continuacién, en condiciones estériles, se colocaba un cubreobjeto estéril en
cada pocillo de una placa estéril para cultivo celulares de 24 pocillos. 2 ul de
H20 miliQ estéril eran depositados en el fondo de cada pocillo, se colocaba un
cubre estéril centrado en cada uno de los mismos y tras 5 minutos el

cubreobjeto quedaba adherido al fondo.

Utilizamos como sustrato de adhesion para las células:

- Poli-L-Lisina 0,01% (SIGMA)

Se depositaban 100l de suspensién en cada pocillo, se incubaba la placa en una
estufa a 37°C durante 10 minutos, se procedia a lavar 3 veces con H20 miliQ
estéril y a quitar el exceso de sustrato. Posteriormente se sembraban 100ul de
suspension celular en cada cubre (aprox. 1x10* células) y se incubaba en una

estufa para cultivos celulares a 37°C y con el 5% de COs..
e La técnica llevada a cabo fue la siguiente:
1. Las células se fijaron con paraformaldehido (PFA, Merck) al 4% (p/v) en
tampdn fosfato 0.1 M a pH 7.4 durante 10 minutos a temperatura

ambiente.

2. A continuacion, se realizaron 3 lavados de 10 minutos con PBS (pH 7.4).
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3. Después de la fijacion, las células se bloquearon durante 2 horas como
minimo con una solucién de PBS , conteniendo 10% de suero de caballo
(HS, Horse Serum, Gibco) en presencia de un detergente no idnico (Triton
X-100, Merck) al 0.25%, para bloquear la posible union inespecifica de los
anticuerpos.

4. Las células se incubaron durante toda la noche con el primer anticuerpo
disuelto en una solucion de PBS conteniendo 0.25% de Triton y suero de
caballo al 1%.

5. Tras la incubacion del primer anticuerpo, se realizaron 3 lavados de 10
minutos con la misma solucion en la que se disolvid el anticuerpo
primario.

6. Posteriormente, se llevaba a cabo el proceso de revelado, segtin la técnica
mas adecuada en cada caso, y los cubreobjetos eran montados sobre

portaobjetos con Moviol, Eukitt o Glicerol segun el caso.

Técnicas de revelado:

A.- Tincién a través de reaccién enzimatica:

Se incuba el anticuerpo secundario biotinilado indicado (de nuevo en la misma
solucion) durante 2 horas a R/T, todos ellos preparados a una concentracion de
1:300. Después de 3 lavados del anticuerpo secundario con PBS conteniendo
0.25% Triton, las células se incubaron durante una hora con un complejo de
avidina-biotina-peroxidasa (ABC, Vector) preparado a una concentracion de
1:400 en PBS. La avidina (glicoproteina de la clara de huevo) muestra una alta

afinidad por la biotina con la que se han conjugado los anticuerpos secundarios.

Se realizaron 3 lavados con PBS y, posteriormente, otros 3 con tampdn Tris

0.05M. A continuacion, revelamos con diaminobencidina (DAB) a una
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concentracion de 0.033% en tampdn Tris 0.05M y H202 al 0.0018%. El H20z2 es
utilizado como sustrato de la enzima peroxidasa del complejo ABC y asi,
indirectamente a la avidina, amplificando la sefial, provocando la aparicion de
un precipitado negro alli donde esta unido el primer anticuerpo. El tiempo de

revelado depende del anticuerpo primario utilizado y se para la reaccion

mediante lavados con TRIS 0.05M (2x10minutos).

B.- Tincién inmunofluorescente:

La inmunofluorescencia permite realizar multiples tinciones con varios
anticuerpos primarios a la vez, siempre y cuando estén generados en distintas
especies e incluso, combinar éstas, con un marcaje nuclear de las células con
Hoechst 33258 (0.2 pg/ml en PBS, Molecular Probes) o DAPI (4'6-diamidino-2-
fenilindol, 10pg/ml en PBS, Molecular Probes), sondas que se intercalan en el
DNA y que tras su excitacion nos permite visualizar los ntcleos de todas las

células.

La diferencia con la técnica anterior radica en que después de lavar el primer
anticuerpo, se afiaden los anticuerpos secundarios fluorescentes que estan
conjugados a distintos fluorocromos. En este estudio se han utilizado Alexa
Fluor® 488 (anti-raton o anti-conejo, 1:500; Molecular Probes), Alexa Fluor® 594
(anti-raton o anti-conejo, 1:500; Molecular Probes). En el caso de que no estén
conjugados, se incubaran en primer lugar los anticuerpos secundarios
biotinilados como ya ha sido descrito y, posteriormente, la muestra se incubara
en la oscuridad durante 1 hora con estreptavidina (proteina microbiana que no
contiene carbohidratos) conjugada con fluoresceina (verde; Vector), texas red
(rojo; Vector) o Cy3 (rojo; GE Healthcare) preparada a una concentracion 1:300
en PBS. La estreptavidina muestra una afinidad especifica por la biotina

(vitamina que forma el coenzima o grupo proteico de varios enzimas que
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transfieren grupos carboxilo) usada para conjugar los anticuerpos secundarios

correspondientes.

A continuacion, se hacen lavados con PBS.

e Anticuerpos utilizados:

La caracterizacion de los distintos fenotipos celulares presentes en los cultivos
analizados se realizo por medio de técnicas inmunocitoquimicas basadas en la
afinidad especifica entre el antigeno y el anticuerpo. Para ello se dispuso de una

serie de anticuerpos primarios:

. Monoclonal de ratén anti-nestina (isotipo IgG; Chemicon)
(1:100), que reconoce un filamento intermedio especifico de células
neuroepiteliales indiferenciadas (Frederiksen y Mckay, 1988; Gritti y
col., 1996; Fuchs y Weber, 1994).

. Monoclonal de rata anti-GFAP (isotipo IgG; Calbiochem)
(1:500), que reconoce la proteina acida glial fibrilar presente en
filamentos intermedios que se expresa en los astrocitos (Raff y col.,
1979). Generalmente considerado especifica de la glia pero los
progenitores que lo expresan se ha demostrado que son la principal

fuente de la neurogénesis (Garcia y col., 2004).

. Monoclonal de ratén anti-B-tubulina(BIII) (Tuj-1) (isotipo
IgG; Covance) (1:1000), reconoce la proteina B-tubulina isotipo III,
dimero que se asocia a la a—tubulina para formar los microtabulos,

siendo marcador especifico de neuronas desde los primeros estadios
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de su diferenciacion, asi como de sus prolongaciones axdnicas

(Burgoyne y col., 1988)

Monoclonal de raton anti-MAP2 (isotipo IgG; Chemicon)
(1:500) que reconoce los microtubulos de los arboles dendriticos de

las neuronas cerebrales (marcador de neuronas) (Zhang y col., 2004).

Policlonal de conejo anti-NG2 (isotipo IgG; Chemicon)
(1:100), que reconoce un proteoglicano condroitin sulfato presente en

los progenitores oligodendrogliales (Levine y Nishiyama, 1996).

Monoclonal de rata anti-CD90 (isotipo IgG; BD
Pharmingen) (1:500), marcador de superficie celular asociado a
células madre mesenquimales. Ademds es expresado en gran
variedad de células incluyendo fibroblastos humanos, neuronas,
células madre hematopoyéticas, células endoteliales, células T

murinas y en células de higado de ratas (Mayani y col., 1994; Isacke y

col., 2000).

Monoclonal de rata anti-CD44 (isotipo IgG; BD
Pharmingen) (1:500), marcador de superficie de células madre
mesenquimales. También se expresa en la mayoria de los linfocitos, y
en monocitos, granulocitos, timocitos y fibroblastos (Isacke y col.,
2000).

Monoclonal de ratén anti-O4 (isotipo IgM; Chemicon)
(1:500), que reconoce glicolipidos componentes de la membrana de

los oligodendrocitos (Reynolds y Hardy, 1997).
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Monoclonal de ratén anti-MAP1b (isotipo IgG; Abcam)
(1:350), su expresion es generalmente escasa en las fibras axonales en
desarrollo, moderada en los axones maduros y alta en dendritas en

desarrollo y maduras (Bloom y col., 1984; Riederer y Matus, 1985).

Policlonal de conejo anti-Sinaptofisina (isotipo IgG;
ZymedLaboratories) (1:200), que reconoce una glicoproteina de
transmembrana expresada por la mayoria de células neuronales,

neuroendocrinas y sus neoplasias (Wiedenmann y col., 1985).

Policlonal de conejo anti-GABA (isotipo IgG; Sigma)
(1:300), que marca interneuronas gabaérgicas inhibidoras del Sistema

Nervioso (Trottier y col., 1989).

Policlonal de conejo anti-GAD65/67 (isotipo IgG; Sigma)
(1:300), reconoce dos formas moleculares de la decarboxilasa del
acido glutdamico (GAD65 y GAD67) en neuronas gabaérgicas
(Podrygajlo y col., 2009).

Monoclonal de rata anti-CD34 (isotipo IgG; eBiosciencie)
(1:100), reconoce selectivamente las células progenitoras
hematopoyéticas y el endotelio de pequenos vasos de varios tejidos

(Poblet y col., 1994).
Monoclonal de rata anti-CD117  (isotipo  IgG;

BDBiosciencie) (1:100), marcador de células madre hematopoyéticas

(Ikuta y col., 1992).
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Policlonal de conejo Anti-p75 (IgG; Chemicon) (1:300),
reconoce el receptor de baja afinidad para neurotrofinas, una
subfamilia de factores de crecimiento que acttian fundamentalmente

sobre algunos tipos especificos de neuronas (Casaccia-Bonnefil y col.,

1999).

Monoclonal de ratén Anti-NeuN (isotipo IgG; Chemicon)
(1:300), marcador especifico de ntcleos neuronales (Mullen y col.,

1992).

Policlonal de conejo Anti-GAT-1, (isotipo IgG; Chemicon)
(1:300), reconoce el transportador predominante neuronal GABA
GAT1 que se localiza en los axones y terminaciones nerviosas

GABAérgicas (Guastella y col., 1990).

Policlonal de cabra Anti-Chat, (isotipo IgG; Chemicon)

(1:1000), marcador especifico de neuronas colinérgicas (Houser y col.,

1983).
Anticuerpo Mc/Pc | Especie | Isotipo Dilucién Casa Comercial
Nestina Mc Ratén IgG 1:100 Chemicon
GFAP Mc Rata IegG 1:500 Calbiochem
Tuj-1 Mc Raton IeG 1:1000 Covance
MAP2 Mc Raton IgG 1:500 Chemicon
NG2 Pc Conejo IegG 1:100 Chemicon
CD90 Mc Rata IgG 1:500 BD Pharmingen
CD44 Mc Rata IeG 1:500 BD Pharmingen
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O4 Mc Raton IgM 1:500 Chemicon
MAP1b Mc Raton IeG 1:350 Abcam
Sinaptofisina | Pc Conejo IeG 1:200 ZymedLaboratories
GABA Pc Conejo IeG 1:300 Sigma
GAD65/67 Pc Conejo IgG 1:300 Sigma

CD34 Mc Rata IgG 1:100 eBiosciencie
CD117 Mc Rata IegG 1:100 BDBiosciencie
p75NTR Pc Conejo IegG 1:300 Chemicon
NeuN Mc Raton IgG 1:300 Chemicon
GAT-1 Pc Conejo IeG 1:300 Chemicon
Chat Pc Cabra IegG 1:1000 Chemicon

Tabla 4. Anticuerpos primarios utilizados en inmunocitoquimica.

Se utilizaron los siguientes anticuerpos secundarios biotinilados (Vector):

Anticuerpo Reconoce Dilucion
Goat Anti-Mouse (GAM) | Ratéon 1:300
Goat Anti-rat Rata 1:300
Rabbit Anti-Goat Cabra 1:300
Goat Anti-Rabbit (GAR) | Conejo 1:300

Tabla 5. Anticuerpos secundarios.

e Imadgenes y andlisis de datos:

El andlisis y la fotografia de las muestras fueron llevados a cabo con un
microscopio invertido LEICA CTR 6000 equipado con una camara digital
LEICA DC500 o con un microscopio LEICA DM IRB equipado con una camara
digital LEICA DFC350FX (Nussloch, Alemania). El analisis estadistico se realizo
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utilizando el software Prophet (NIH). Los datos son la media + error estandar
de la media (E.S.M) de 3 medidas independientes (se contabilizaron en cada

una de ellas cinco campos por pocillo).

10.1.2.- Electroforesis y Western Blotting.

La extraccion de proteinas se realizé mediante la lisis de células que habian sido
tripsinizadas previamente. El tampdn de lisis estda compuesto de 1% Triton X-
100, 150 mM NaC(l, 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.5mM EDTA, ImM EGTA. A esta
solucion se afiadio inhibidores de proteasas (mini EDTA free protease inhibitor
cocktail tablets, Roche). Tras 30 minutos en hielo, las muestras se centrifugaron
y se midid la concentracion de proteinas en el sobrenadante por el método del
Acido Bicinchoninico (BCA protein assay, Bio-Rad). A continuacién se llevé a
cabo la electroforesis para separar las distintas proteinas celulares en funcién de
su peso molecular (gel de acrilamida/bisacrilamida). Las muestras se
resuspendieron en tampon de carga: 10% glicerol, 2% SDS (de “sodium dodecyl
sulfate”, SIGMA), 62 mM tris-HCl pH 6.8, 7.5 mM EDTA, 5% [B-mercaptoetanol
y 0.005 azul de bromofenol. Se cargd cada pocillo con 30 ugr de proteina total y
se realizd una electroforesis en presencia de SDS segun el método de Laemmli
(Laemmli 1970) en geles de poliacrilamida/SDS del 8%. Tras la electroforesis, los
geles de poliacrilamida se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa
de 0.22 um de tamano de poro (Schleicher & Schuell). La inmunodeteccion de
las proteinas Nestina (200kDalton) y b-actina (42kDalton) se realizé segun el
método de Towbin (Towbin y cols, 1979).Los anticuerpos primarios utilizados
fueron: anti-Nestina (1:1000, Chemicon), anticuerpo policlonal generado en
conejo y anti-b-actina (1:7000, Sigma), anticuerpo monoclonal generado en
raton. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron anti-rabbit (PI-1000,

Vector) y anti-mouse (PI-2000, Vector). Los anticuerpos secundarios estaban
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acoplados a peroxidasa para su posterior deteccion por quimioluminiscencia,
utilizando el sistema de revelado ECL (Amersham). Se utilizo el sistema de
detection de Western blot (Amersham Biosciences Europe) usando el sistema de

deteccion de geles Fujifilm Bioimage-analyzer LAS-1000 Plus.

10.2.- IN VIVO: INMUNOHISTOQUIMICA

Para analizar los trasplantes celulares, los cerebros se diseccionaron
frontalmente (40 micras de grosor) en un microtomo de congelacion, y las
secciones (cortes flotantes) se mantuvieron a - 20°C sumergidas en solucion
crioprotectora (1.256gr de NaH2PO4, 4.36gr de Na2HPO4 hasta 320 ml de H20

y a esta solucion se afiade 240 ml de etilenglicol y 240 ml de glicerol).

La caracterizacion de los distintos fenotipos celulares presentes en los tejidos
analizados se realizé por medio de técnicas inmunohistoquimicas basadas en la
afinidad especifica entre el antigeno y el anticuerpo. Para ello se dispuso del
anticuerpo primario marcador de las células trasplantadas: Anticuerpo anti-
GFP (proteina verde fluorescente) (isotipo IgG; Molecular Probes) para
amplificar la sefal y poder localizarlas mejor. Asi como una bateria de
anticuerpos primarios para los distintos linajes de las células del sistema
nervioso central. En el caso del anti-GFP, el anticuerpo era policlonal de conejo
(1:500) o monoclonal de ratén (1:300) en funcién del segundo anticuerpo

primario utilizado en la inmunohistoquimica doble.

a. Deteccion por revelado con DAB.

Las secciones de cerebro, que se encontraban en solucion crioprotectora, fueron
lavadas con PBS. Para evitar sefales inespecificas, antes de bloquear se eliminé

la actividad peroxidasa enddgena del tejido, incubando en PBS con 3 %H:0:
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(agua oxigenada, Foret) y 10 % metanol (Panreac) durante 20 minutos y se

realizaron 3 lavados de 10 minutos con PBS.

Después de los 3 lavados con PBS, se procedio con los mismos pasos descritos
en inmunocitoquimica revelando mediante reaccién enzimatica. Al final, los

cortes flotantes eran montados en portaobjetos de cristal Superfrost.

Esta técnica se utilizd llevando a cabo una inmunohistoquimica simple,
utilizando el anticuerpo policlonal de conejo anti-GFP y revelando mediante
reaccion enzimatica, para observar la situacion de las células trasplantadas en el

cerebro de cada uno de los ratones operados.

Las secciones que fueron reveladas con DAB, fueron tefiidas con cresil violeta
(1% w/v cresil violeta acetato en 100% de etanol, SIGMA) para una mejor
visualizacion de la organizacion cerebral en sus componentes neuronales. Los
portaobjetos con las secciones eran sumergidos en 70% de etanol,
posteriormente en agua destiladay seguidamente en cresil violeta al 1% durante
3 minutos. Después de lavar con agua destilada, las secciones eran
deshidratadas gradualmente en 70, 96 y 100% de etanol y después aclaradas en
Xilol durante 15 minutos. Finalmente los portaobjetos eran cubiertos por
cubreobjetos (Menzel-Glaser) con medio de montaje Eukitt y analizadas
mediante un microscopio LEICA DM IRB equipado con una cdmara digital

LEICA DFC350FX.

b. Deteccion por Inmunofluorescencia.

En todos los demds casos se realizd una inmunohistoquimica doble con

marcadores de las células trasplantadas y marcadores de células pertenecientes
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a los distintos linajes neurales, y revelando mediante técnicas de

inmunofluorescencia.

El protocolo utilizado en la inmunohistoquimica doble fue el siguiente:

1. Las secciones de cerebro, que se encontraban en solucion crioprotectora,
fueron lavadas con PBS (3x10minutos).

2. Posteriormente se procedid al bloqueo, durante 2 horas como minimo
con una solucién de PBS, conteniendo 10% de suero de caballo (HS,
Horse Serum, Gibco) en presencia de un detergente no ionico (Triton X-
100, Merck) al 0.25%, para bloquear la posible unién inespecifica de los
anticuerpos.

3. Las secciones se incubaron durante toda la noche con el primer
anticuerpo (Anticuerpo policlonal o monoclonal anti-GFP) disuelto en
una solucion de PBS conteniendo 0.25% de Triton y suero de caballo al
1%.

4. Tras la incubacion del primer anticuerpo, se realizaron 3 lavados de 10
minutos con la misma solucién en la que se disolvio el anticuerpo
primario.

5. Posteriormente se incubé durante 2 horas el anticuerpo secundario goat
anti-rabbit o goat anti-mouse (1:300, de nuevo en la misma solucion), que
se une a anticuerpos primarios policlonales generados en conejo o
monoclonales generados en ratdn respectivamente, y que estan
conjugados con un fluorocromo.

6. Se realizaron 3 lavados del anticuerpo secundario en PBS conteniendo
0.25% Triton (3x10minutos.).

7. A continuacion las muestras se incubaron toda la noche con los

anticuerpos primarios para los distintos linajes neurales (tabla 6) a las
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concentraciones indicadas preparados en una solucion de PBS
conteniendo 0.25% de Tritén y suero de caballo al 1%

8. Tras 3 lavados de 10 minutos con la misma solucidn, las secciones fueron
incubados 2 horas con los anticuerpos secundarios correspondientes.

9. Posteriormentese realizd el revelado mediante tincion

inmunofluorescente.

Las secciones en las que se llevd a cabo inmunofluorescencia, no se sometieron
al proceso de tincion con Cresil Violeta sino que directamente se montaron con
el medio de montaje Mowiol/NPG. Para un estudio mas detallado de los
resultados, las muestras fueron analizadas a través de un microscopio laser
confocal LEICA modelo TCS-NT equipado con un laser de Argén de excitacion
maxima entre 458nm y 514nm (Servicio de Microscopia del Inst. de

Neurociencias, Alicante).

Los anticuerpos primarios utilizados en inmunohistoquimica fueron:

. Monoclonal de rata anti-AA3-PLP (isotipo IgG; cedido por
el Dr. B. Zalc) (1:25), que reconoce la proteina proteolipidica

citoplasmatica presente en los oligodendrocitos maduros.

. Policlonal de cabra anti-DobleCortina (DCX) (isotipo IgG;
Sta Cruz Biotechnology) (1:100), que reconoce un péptido localizado
en el terminal carboxilo del Doblecortin de origen humano (proteina

altamente expresada en el desarrollo cerebral que interviene en la

motilidad celular) (Bedard y Parent, 2004).
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. Policlonal de conejo anti-NF-M (isotipo IgG; Chemicon)

(1:300), reconoce los filamentos intermedios que se encuentran en las

células neuronales (Lariviere y Julien, 2004).

También fueron utilizados el anti-TU]J-1, anti-MAP2, anti-GFAP, anti-NG2 y

anti-GABA (en este caso, se aumentd la concentracion a 1:300), ya descritos

anteriormente.

Anticuerpo Mc/Pc | Especie | Isotipo Dilucion Casa comercial
Tuj-1 Mc Raton IeG 1:500 Covance

PLP Mc Rata IeG 1:25 Dr. B. Zalc

DCX Pc Cabra IegG 1:100 SC Biotechnology
MAP2 Mc Raton IegG 1:500 Chemicon
GFAP Mc Rata IeG 1:500 Calbiochem
NG2 Pc Conejo IgG 1:100 Chemicon
GABA Pc Conejo IgG 1:300 Sigma

NEF-M Pc Conejo IegG 1:300 Chemicon

Tabla 6.- Anticuerpos primarios utilizados en inmunohistoquimica.

Los anticuerpos secundarios (Vector) utilizados en inmunohistoquimica fueron:

Anticuerpo Reconoce Dilucion
Goat Anti-Mouse (GAM) | Ratéon 1:300
Goat Anti-rat Rata 1:300
Rabbit Anti-Goat Cabra 1:300
Goat Anti-Rabbit (GAR) | Conejo 1:300

Tabla 7. Anticuerpos secundarios utilizados en inmunohistoquimica.
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RESULTADOS

1.- AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LAS CELULAS DEL
LIGAMENTO PERIODONTAL

En extensiones sobre portaobjetos de ligamento peridontal humano (hPDL)
realizadas inmediatamente después de su extraccion, fijadas con PFA al 4%
y tenidas con Cresil Violeta, podemos observar dos tipos de poblaciones
celulares: células fusiformes de aspecto fibroblastico y alineadas en paralelo
a abundantes fibras de coldgena, asi como acimulos de células poligonales
(Fig. 22), que pueden corresponderse con fibroblastos y células epiteliales de
Malassez, respectivamente (ver introduccion; Fig. 3). Por lo tanto, en
nuestros cultivos de hPDL estan representadas estas dos poblaciones

celulares.

Se realizd el aislamiento de células procedentes del hPDL siguiendo la

metodologia propuesta por Yokoi y col., (2007) y Wada y col., (2009). Se
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aislaron células del tejido periodontal humano por su capacidad para
adherirse a superficies plasticas. Una vez aisladas, las células se cultivaban
en medio de cultivo basal al que se anadia un 15% de suero fetal bovino
(descrito en Material y Métodos). Cuarenta y ocho horas después de su
aislamiento, ya se podian observar pequefias colonias de células de tipo
fibroblastico adheridas a la base del frasco de cultivo que proliferaban. Su
aspecto morfologico homogéneo sugiere que los dos tipos de células
observadas en el PDL (fibroblasticas y epiteliales) han derivado en cultivo en
el mismo tipo de morfologia celular o bien se ha seleccionado un tnico tipo,

desapareciendo el otro.

Se analizd, mediante la técnica de RT-PCR, la expresion de genes
marcadores de células madre y genes marcadores de células de la cresta
neural, tanto en tejido hPDL como de las células en cultivo aisladas de este

tejido.

Como resultados se encontr6 que en el hPDL era posible detectar la
expresion de RNAm de genes marcadores de células madre (Oct3/4 y
Nestina), y de genes marcadores de células de la cresta neural (Slug, Twist).
En células en cultivo aisladas del hPDL era posible detectar la expresion de
RNAm de los genes marcadores de células madre Oct3/4, Nestina, Sox2 y
Musashi-1(MLS1), y también de los genes marcadores de células de la cresta
neural Slug, Twist y Sox9 (Fig. 23A-B). Los analisis de Western Blot

verificaron la expresion de Nestina en células en cultivo (Fig. 23C) (Tabla 8).
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Tabla 8.- Resultados de la RT-PCR y Western Blot de las células derivadas del hPDL en MB.
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FIGURA 22



Figura 22.- Extension de hPDL.

(A, B) Extensién de hPDL, mostrando el aspecto del tejido méas abundante en
la extension: células fusiformes en cadenas lineales y mezcladas con abundantes
fibras coladgenas; (C, D) De forma esporadica, se pueden identificar grupos de
células epiteliales que pueden corresponderse con los “Restos Epiteliales de
Malassez”, que representan remanentes de la vaina radicular epitelial de
Hertwig.
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Figura 22 - Extension de hPDL.
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FIGURA 23
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Figura 23: Analisis del patron de expresion genética mediante PCR y Western
Blot del hPDL y sus células.

(A) Expresion de RNAm de marcadores de células madre y de células de
la cresta neural en tejido periodontal y (B) en células derivadas del hPDL
determinada por RT-PCR. +/-, presencia o ausencia de transcriptasa inversa,
respectivamente. (C) Andlisis Western Blot de células derivadas del hPDL en
medio basal para la deteccion de Nestina. Se utilizo la B-actina como control.
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Figura 23 - Andlisis del patron de expresion genética mediante PCR y
Western Blot del hPDL y sus células.
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Ademas, las células fueron sembradas en placas de multipocillos (con poli-
L-lisina como sustrato de adhesion), se fijaron y se procesaron mediante

analisis inmunocitoquimico.

Se detectaron células positivas para las proteinas de superficie CD44
(99.60+0.69%) y CD90 (99.30£1.05%). Ademads, el 99.11+1.59% fueron
inmunopositivas para marcadores de células de la cresta neural como p75NTR
(Receptor de baja afinidad del factor de crecimiento neurotréfico NGF) y el
29.62+3.43% lo fueron para el marcador de células madre neural Nestina

(Fig. 24-25) (Tabla 9).

No hubo expresion de marcadores de diferenciacion neuronal (MAP2,
MAP1b) ni marcadores de células de la glia (GFAP, NG2 y O4), ni

marcadores de células madre hematopoyéticas (CD117, CD34) (datos no

mostrados).

Anticuerpos ICC %

CD44 ++ 99.60£0.69%
CD90 ++ 99.30£1.05%
p75NTR ++ 99.11+£1.59%
Nestina + 29.62+3.43%

Tabla 9.- Andlisis inmunocitoquimico de las células derivadas del hPDL en MB.

Los resultados descritos sugieren la existencia de células con propiedades
moleculares de la cresta neural dentro del hPDL y de las células en cultivo

derivadas del mismo.
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FIGURA 24
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Figura 24: Inmunocitoquimica de las células derivadas del hPDL en Medio
Basal.

Fotomicrografias mostrando inmunocitoquimica de (A) CD44, (B) CD90,

(O) p75N® y (D) Nestina en células derivadas del hPDL en medio basal. Se
utiliz6 dapi como tincién nuclear (azul). Escala de la barra=100um.
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Figura 24 - Inmunocitoquimica de las células derivadas del hPDL en Medio Basal.
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FIGURA 25
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Figura 25: Porcentaje de CD44, CD90, p75 y Nestina en células derivadas del
hPDL en medio basal determinado por inmunocitoquimica.

Porcentaje de células CD44*, CD90*, p75N™®* y Nestina* en células

derivadas del hPDL en medio basal. Los datos representan la media + S.E.M.
(n=3).
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Figura 25.- Porcentaje de CD44, CD90, p75 v Nestina en células denvadas del hPDL en medio basal
determinado por inmunocito quimica.
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2.- SOBREEXPRESION DE eGFP TRANSGENICO

Uno de los objetivos de este trabajo es evaluar el potencial de las células
derivadas del hPDL para su uso en estudios de sustitucion celular y terapia
genica ex vivo. El desarrollo de los procedimientos para el marcaje genético
optimo de las células derivadas del hPDL es crucial para el éxito de estas
estrategias terapéuticas, con el fin de proporcionar un correcto

entendimiento de la biologia de las células trasplantadas.

Se comprobd si las células derivadas del hPDL podian ser modificadas

geneticamente en cultivo para la expresion del gen marcador eGFP.

Las células fueron transfectadas mediante electroporacién con el vector de

expresion p(eGFP)IRES1hyg (como se describe en Material y Métodos).

Veinticuatro horas después de la transfeccion, la fluorescencia fue visible en

el 27,08 £ 1,37% de las células (Fig. 26A-B).

Las células eGFP transfectadas, un mes después de la seleccion continua por
droga (higromicina), presentaban una alta proliferacion en cultivo donde el
81,75 + 1,65% de las células fueron fluorescentes bajo el microscopico (Fig.

26A-B).

Es importante mencionar que no se observaron cambios proliferativos ni
morfologicos en las células transfectadas durante un largo periodo de

tiempo (meses).

Los procedimientos adecuados para el marcaje genético de las células

derivadas del hPDL son los que garantizan que las células conserven sus
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propiedades fluorescentes después de la diferenciacion. Para ello, las células
derivadas del hPDL, sobreexpresando eGFP, fueron expuestas a un medio
de induccidn neural libre de suero (como se describe en Material y Métodos).
El nimero de células fluorescentes tras 10 dias en medio de cultivo de

induccion neural fue de 74.86+1.59% (Fig. 26 A-B).

También se decidiod estudiar la expresion de eGFP en subclones aislados de

las células derivadas del hPDL.

Los subclones eGFP* de las células derivadas del hPDL cultivadas en medio
basal fueron aislados por dilucién limitante. Se aislaron un total de 58
clones, de los cuales 51 fueron fluorescentes bajo el microscopio 26 dias
después del aislamiento. Estos subclones expresaron Nestina y mostraron

una fluorescencia alta y estable eGFP* (Fig. 27).

Los resultados descritos anteriormente indican que la transfeccion de DNA
mediante electroporaciéon en células derivadas del hPDL da lugar a una
expresion estable del marcador genético eGFP. Trabajar con células
derivadas del hPDL con el propésito de la manipulacion genética es posible
ya que se pudo proceder al aislamiento de células clonales con propiedades
homogéneas. Clonalidad, homogeneidad y estabilidad han sido siempre
considerados como valiosas propiedades de un producto potencial clinico

(Martinez-Serrano y col., 1997; Sayles y col., 2004).
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FIGURA 26
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Figura 26: Estabilidad de la expresion de eGFP en las células derivadas del
hPDL.

(A) Fotomicrografias mostrando fase de contraste (PhC) e imdagenes
fluorescentes de células eGFP* transfectadas en medio basal (24h y 21 dias
después de la transfeccion y la seleccion) y en medio inductor neural (10 dias).
(B) Porcentaje de células eGFP* en medio basal (24h y 21 dias después de la
transfeccion y la seleccion) y en medio indutor neural (10 dias). Los datos
representan la media + S.E.M. (n=3). Abreviaturas: bm, Medio Basal; im, Medio
inductor.

-118 -



A Medio Basal

PhC

¢GFP

24h 2ldias
B

1004
= 80
:';:' 60
s >
Z 40
= ]
3 20 -
= ]

24h bm im

Figura 26.- Estabilidad de la expresion de eGFP en las células derivadas del hPDL.
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FIGURA 27
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Figura 27: Expresion de eGFP transgénico: Formacion de colonias celulares.
Un ejemplo de formacion de colonias en cultivo derivadas de células del

hPDL transfectadas y marcadas con eGFP y Nestina. El dapi es utilizado para
marcar el ntcleo (azul). Escala de barra=100pum.
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Figura 27.- Expresion de eGFP transgénico: Formacion de colonias celulares,

-123 -



- 124 -



3.- GENERACION DE ESFERAS DERIVADAS DEL CULTIVO DE
CELULAS DEL hPDL

El sistema de cultivo de formacién de neuroesferas ha sido ampliamente
investigado para conseguir el aislamiento de células madre multipotenciales

a partir de diversos tejidos (Marshall y col., 2007).

Se generaron esferas flotantes libres a partir del cultivo de las células del
hPDL eGFP* mediante la aplicacion de medio de induccion neural sin suero
(como se describe en Material y Métodos). La mayoria de las células se
observaron flotando en el medio después de un dia en cultivo. Las células
individuales formaron pequenas esferas en pocos dias (Fig. 28A). Las esferas
continuaron aumentando de tamano, llegando a ser relativamente grandes
después de una semana en cultivo (Fig. 28B). Se recogieron las esferas
flotantes y fueron sembradas en una placa multipocillos con poli-L-lisina
como sustrato de adhesion. Las esferas se adhirieron y empezaron a formar
una monocapa celular sobre la base (Fig. 28C-D). Es importante mencionar
que las células retuvieron sus propiedades fluorescentes después de la
formacion de esferas. La expresion de eGFP fue rapidamente detectada sin

necesidad de amplificaciéon inmunocitoquimica.

Los resultados descritos anteriormente indican que es posible generar un
sistema de cultivo de formacién de neuroesferas a partir de células
derivadas de hPDL aplicando un medio de cultivo libre de suero y con la

presencia de bFGF y EGF.
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FIGURA 28
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Figura 28: Generacion de esferas derivadas del hPDL.

(A) Al aplicar el medio de induccién neural a las células derivadas del
hPDL se generaron esferas flotantes. (B) Las esferas fueron recogidas y
sembradas en multipocillos utilizando como sustrato de adhesion poli-L-lisina.
(C, D) Las esferas se unieron y formaron una monocapa al fondo del pocillo.
Escala de barra=100pum.
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Figura 28.- Generacion de esferas derivadas del hPDL.
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4.- POTENCIAL DE DIFERENCIACION NEURAL DE LAS CELULAS
DERIVADAS DEL hPDL.

Tras tres semanas de induccion neural, se pudieron observar diferencias
interesantes en las PDLSCs con respecto a los cultivos celulares en medio

basal.

Se observo una distinta adhesién en las células, debido fundamentalmente a
la ausencia de suero en el medio inductor. Para conseguir que estas células
se adhirieran a la placa de cultivo, se utilizd6 como sustrato de adhesion la

poli-L-lisina.

Tras la exposicion a un medio de induccién neural la morfologia de las
células derivadas del hPDL cambio totalmente, dejando de ser de tipo
fibroblastica o fusiforme y desarrollando una gran variabilidad. Se
observaron células unipolares, bipolares y multipolares con prolongaciones
citoplasmaticas de complejidad variable, desde prolongaciones unicas y

simples a otras formando una red de procesos altamente compleja (Fig. 29).

Para estudiar el potencial de diferenciacion neural de las células derivadas
del hPDL, los cultivos se mantuvieron durante 21 dias en medio de
inducciébn neural y posteriormente se realizaron estudios de
inmunocitoquimica. Para caracterizar las células derivadas del hPDL se
utilizaron anticuerpos especificos para antigenos asociados con diferentes

fenotipos neurales.

Se detectaron células positivas para marcadores neuronales como [-III-
tubulina (TU]J1), proteina 1b asociada a microtabulo (MAP1b), proteina 2

asociada a microtubulo (MAP2), proteina de filamento intermedio tipo VI
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(Nestina), proteina nuclear especifica de neuronas (NeuN), acido v-
aminobutirico (GABA), 4cido glutdmico descarboxilasa (GAD65-67),
transportador de membrana plasmatica GABA de alta afinidad (GAT-1),
acetilcolintransferasa (Chat) y sinaptofisina (Fig. 30A-B) (Tabla 10).

Las células derivadas del hPDL también fueron inmunopositivas para
marcadores gliales como la proteina acidica fibrilar de la glia (GFAP),
proteoglicano condroitin sulfato (NG2) y el antigeno de superficie O4 (Fig.
30C) (Tabla 10).

Un 39.661+3.22% de las células expresaron el marcador neural TUJ1. Ademas,
el 13.85+1.59% de las células derivadas del hPDL diferenciadas fueron
inmunopositivas para el marcador glial GFAP. Un porcentaje menor
(13.05£2.15%) de las células derivadas del hPDL mostraron expresién de
NG2 (Fig. 30D).
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Tabla 10.- Fenotipo neural de las PDLSCs en Medio Basal y en Medio Inductivo Neural.

Los resultados descritos anteriormente demuestran que las células derivadas
del hPDL tienen la capacidad para diferenciarse en células similares a las

células neurales.
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FIGURA 29
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Figura 29: Cambios morfologicos de las células derivadas del hPDL
producidos tras la induccién neural.

Fotomicrografias de las células derivadas del hPDL antes y después de la
induccién neural. Las células derivadas del hPDL mostraban una apariencia
plana y poligonal en medio basal. Tras la exposicion al medio de induccion
neural, las células derivadas del hPDL desarrollaron un cuerpo esférico con
procesos bipolares o multipolares, formando parte de una red de procesos
densa y compleja. Escala de barra=100pm.
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Figura 29.- Cambios morfologicos de las células derivadas del hPDL producidos
tras la induccién neural.
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FIGURA 30
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Figura 30: Potencial de diferenciacion neural de las células derivadas del
hPDL.

Fotomicrografias ilustran la inmunohistoquimica para marcadores
neuronales (A,B) y marcadores gliales (C) de células derivadas del hPDL que
expresan eGFP de forma estable después de 21 dias en medio de cultivo de
induccién neural. Los nucleos fueron marcados con dapi (azul). Escala de
barra=100um. (D) Porcentaje de TUJ1*, GFAP* y NG2* de las células derivadas
del hPDL después de 21 dias en medio de induccidon neural determinado por
inmunohistoquimica.
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Figura 30.- Inmunocitoquimica de células derivadas del hPDL en medio inductor.
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Figura 30.- Inmunocitoquimica de células derivadas del hPDL en medio inductor.
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Figura 30.- Inmunocitoquimica de células del hPDL en medio inductor.
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5.- EXPERIMENTOS IN VIVO.

Se evalud el potencial neural in vivo de las células derivadas del hPDL
mediante el trasplante en cerebro de raton adulto. Debido a los efectos
mutagénicos y antimitoticos de la BrdU o la H3-timidina, se disefiaron los
experimentos con células no marcadas, y se confid¢ Unicamente en la
deteccion fluorescente de la proteina eGFP. Las células derivadas del hPDL
que sobreexpresaban eGFP, se cultivaron durante 21 dias en medio de
induccion neural y fueron injertadas en el hipocampo de 15 ratones

inmunodeprimidos. Los animales fueron analizados 1 mes mas tarde.

De los 15 animales trasplantados, 10 contuvieron los injertos vitales durante
todo el tiempo sefialado y mostraron resultados de interés para este estudio,
como determina la presencia de las células tefiidas positivamente para eGFP
(Fig. 31). Los andlisis histologicos revelaron que no existen signos de dafio
tisular debido al trasplante ni crecimiento celular incontrolado en ninguno

de los animales trasplantados.

La expresion de un marcador genético como eGFP en las células derivadas
del hPDL permite, por primera vez, la evaluacion de una total integracion,
migracion y diferenciaciéon de las células, con un gran detalle morfoldgico

celular.

Los injertos de células derivadas del hPDL fueron detectados en el
hipocampo, incluyendo la capa granular del giro dentado y las capas
celulares CA1, CA2 y CA3 hipocampales, y en el nucleo Th Paraventricular

un mes después del trasplante.
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Algunos de los injertos de las células derivadas del hPDL aparecen
persistiendo como nichos de células madre, ya que células eGFP+ podian ser
localizadas en el epitelio ventricular (VE) y en la zona subventricular (SVZ)
de la pared ventricular anterolateral. Las células derivadas del hPDL fueron
también detectadas en la zona subgranular (SGZ) del giro dentado del

hipocampo un mes después del trasplante (Fig. 31-32).

Las células del hPDL injertadas se diferenciaron morfologicamente (Fig. 31-
32). Este dato puede indicar que esas células podrian responder a sefiales de
supervivencia locales o de diferenciacion, pero también sugiere que han

experimentado una diferenciacion terminal.

Los estudios de inmunohistoquimica revelaron tincion para los marcadores
neuronales Doblecortina (DCX), Neurofilamento M (NF-M), vy-acido
aminobutirico (GABA), la proteina fibrilar acidica de la glia (GFAP) y el
proteoglicano de condroitin sulfato (NG2) en las células injertadas derivadas
del hPDL eGFP+ (Fig. 33). No se observaron los marcadores TUJ-1, MAP2 ni
PLP.

Estas observaciones demuestran que las células derivadas del hPDL
sobreviven al trasplante, se integran, migran y generan células similares a

las neurales en el cerebro de raton adulto.
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FIGURA 31
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Figura 31: Trasplante en hipocampo de ratén adulto de células derivadas del
hPDL transfectadas con eGFP en medio inductor neural.

Integracion y migracion del injerto de células del hPDL en cerebro de
raton adulto al mes del trasplante. Fotomicrografias de secciones coronales
mostrando el trasplante marcado con eGFP y Cresil violeta. Escala de
barra=1000um. Vistas magnificadas de la region de los injertos. Escala de
barra=100pum. Abreviaturas: LV, Ventriculo lateral; DG, Giro dentado; SGZ,
Zona subgranular; CAl, Area CA1 del hipocampo del huésped; PVA, nucleo
TH paraventricular; D3V, 3° ventriculo dorsal.
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Figura 31.- Integracion y migracion de las células derivadas del PDL tras un
mes del trasplante en cerebro de ratén adulto.
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Figura 31.- Integracién y migracion de las células derivadas del hPDL tras un
mes del trasplante en cerebro de raton adulto.
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Figura 31.- Integracion y migracion de las células derivadas del PDL tras un
mes del trasplante en cerebro de ratén adulto.
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FIGURA 32
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Figura 32: Morfologia celular detallada de las células derivadas del hPDL en
diferentes regiones del trasplante.

Detalle morfologico de los injertos celulares del hPDL en diferentes
regiones del trasplante. Escala de barra=100um.
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Figura 32.- Morfologia celular detallada de las células derivadas del hPDL en diferentes
regiones del trasplante.
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FIGURA 33

-161 -



Figura 33: Expresion de marcadores neurales de células trasplantadas
derivadas del hPDL.

Los trasplantes fueron marcados con eGFP (verde) y con DCX, GFAP,
NG2, NF-M y GABA (rojo). Los nticleos fueron marcados con dapi (azul). Las
proyecciones ortogonales confirman la co-localizacion de eGFP y marcadores
neurales en los injertos celulares del hPDL GFP*. Escala de barra=20um.
Abreviaturas: LV, Ventriculo lateral; OR, Estrato oriens del hipocampo; Py,
capa piramidal del hipocampo; DG, Giro dentado; SGZ, Zona subgranular;
CA2, Area CA2 del hipocampo del huésped.
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Figura 33 .- Expresion de marcadores neurales de células trasplantadas derivadas del hPDL
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DISCUSION
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DISCUSION

En los dltimos afios han sido numerosos los trabajos que han explorado la
plasticidad de las células madre derivadas de tejidos adultos. Recientemente se
han descubierto las propiedades regenerativas de las células madre adultas de
la médula dsea y de otras fuentes, como la grasa y el cordon umbilical. Existe un
gran cuerpo de evidencia en modelos animales que demuestra que las células
madre adultas son capaces de regenerar tejidos de las diferentes capas
embrionarias (miocardio, higado, sistema nervioso central, etc). Estos estudios
han permitido los primeros ensayos clinicos de reparacion tisular en los seres
humanos, abriendo un nuevo campo para el que se ha acufiado el término
terapia celular. Ademds, estas células no plantean los problemas
inmunoldgicos, éticos o de potencial génesis tumoral relacionados con las
células madre embrionarias, lo que las hace candidatas ideales para los ensayos

clinicos (Kulbatski, 2010; Patel y col., 2010).

El uso de células madre adultas en la medicina regenerativa es prometedor, ya

que son f4ciles de aislar y pueden ser expandidas in vitro (Brignier y col., 2010;
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Hipp y col., 2008; Moraleda y col., 2006). Sin embargo, todavia se desconocen
muchos de los mecanismos bdsicos que subyacen en estos procesos de
reparacion, y es necesario investigar nuevas fuentes de células madre debido a
la necesidad clinica de regenerar tejidos danados o sustituirlos por otros

nuevos.

Experimentos previos han demostrado que la médula dsea humana y el tejido
de la pulpa dental (en dientes deciduos y permanentes) adultos contienen
células madre capaces de diferenciarse en osteoblastos/ odontoblastos,
adipocitos, y células similares a las neurales (Gronthos y col., 2000; Gronthos y
col.,, 2002; Shi y Gronthos, 2003). Del mismo modo, recientemente, se ha
descubierto que el hPDL contiene una poblacion de células madre
multipotenciales postnatales que pueden ser aisladas y cultivadas in vitro (Seo

y col., 2004), constituyendo una fuente tisular accesible y tnica.

Datos preliminares sugieren que estas células tienen capacidad para expresar
un fenotipo mesodérmico, diferenciandose en células similares a
cementoblastos, osteoblastos, condrocitos, adipocitos, miofibroblastos y células
formadoras de colageno (Nagatomo y col., 2006; Techawattanawisal y col., 2007;

Gay y col., 2007; Coura y col., 2008, Kadar y col., 2009).

Pero ademas, las PDLSCs parecen tener capacidad de diferenciarse en células
del sistema nervioso. Esto podria estar en relacion con su origen embrionario en
la cresta neural. Varios estudios recientes mostraron que células madre
derivadas de la cresta neural pueden ser aisladas de diferentes tejidos adultos

(Widera y col., 2009; Techawattanawisal y col., 2007; Coura y col., 2008).

El aislamiento y la manipulaciéon de células madre derivadas de la cresta neural

autdlogas, obtenidas del ligamento periodontal humano (hPDL) podria ser una
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fuente accesible de células madre neurales adultas para su uso en el reemplazo

célular y la transferencia de genes en los enfermos del sistema nervioso central.

Los datos aportados por esta memoria de tesis doctoral, sugieren la existencia
de una subpoblacion de células madre en el ligamento periodontal humano que
retiene la habilidad para diferenciarse en células neurales. Demostrandose asi,
que estas células, cuyo grado de compromiso parecia hacerles tener restringido
el destino de su diferenciaciéon, son capaces de exhibir cierto grado de

plasticidad in vivo.

Nuestros resultados indican que una subpoblaciéon del hPDL es capaz de, (i)
generar neuroesferas en cultivo con un comportamiento similar a las células
madres neurales, y con habilidad de diferenciacion en los tres linajes neurales.
(ii) Tras un mes después de ser trasplantadas intracerebralmente, son capaces
de diferenciarse en los tres linajes neurales asi como de integrarse en nichos
descritos para células madre neurales del cerebro adulto. (iii) La transfeccion de
DNA por electroporacion en las células derivadas del hPDL permite la

expresion estable de un DNA exogeno (eGFP).

1.- POTENCIALIDAD NEURAL IN VITRO DE LAS PDLSCs.

Uno de los principales objetivos de este estudio es ampliar los datos acerca de la

capacidad de diferenciacion neural in vitro de las células madre del hPDL.

El ligamento periodontal deriva del foliculo dental, el cual es considerado como
células ectomesénquimales derivadas de la cresta neural (Ten Cate, 1997). La

cresta neural se compone de una poblacion de células pluripotentes que migran
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hacia el primer arco branquial para participar en el desarrollo dental. La cresta
neural puede diferenciarse en dos tipos celulares, ectodérmicos y mesodérmicos

(Le Douarin y col., 2004).

Para averiguar el potencial de diferenciacion neural de las PDLSCs,
examinamos la expresion de marcadores neurales, tanto en un medio idéneo
para el cultivo de células del PDL (medio de cultivo celular basal) (Seo y col,,
2004) como en condiciones especificas para el desarrollo exclusivo en
proliferacion y diferenciacion de células madre neurales (medio de cultivo

celular definido) (Gritti y col., 2001).

Bajo condiciones de proliferacion en medio de cultivo basal, las células
derivadas del hPDL expresan las proteinas de superficie CD44 y CD90, al igual
que las células madre derivadas de la pulpa dental humana (Agha-Hosseini y
col., 2010), el marcador de células madre neural Nestina y el marcador celular

de la cresta neural p75NTR.

Bajo condiciones de cultivo de induccion neural, comprobamos que las células
derivadas del hPDL pueden proliferar formando neuroesferas y mostraron su
capacidad para diferenciarse en neuronas (expresion de TUJ-1, MAP2, MAP1b,
GAD65/67, GABA, NeulN, Chat, GAT y Sinaptofisina), astrocitos (expresion de
GFAP), y oligodendrocitos (expresion de NG2 y O4), quedando asi patente la

potencialidad neural in vitro de las células derivadas del hPDL.

Tras llevar a cabo el analisis mediante RT-PCR, se descubrieron marcadores de
células madre neurales (Oct 3/4, Nestina, Sox2 y Musashil) y un subconjunto de
células expresaron marcadores de la cresta neural (Slug, Twist y Sox9); la
expresion de RNAmM no sdlo se estudid en las células derivadas del hPDL, sino

también en el tejido periodontal humano.
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Es importante mencionar que las células derivadas del hPDL tras el cultivo
inductor no sdlo expresaron marcadores neuronales, sino que también
cambiaron drasticamente su morfologia, desarrollando cuerpos celulares
esféricos, con procesos bipolares o multipolares formando parte de una red

densa y compleja de procesos neuriticos.

Tras la induccion neural, la formacion de neuroesferas sugiere una iniciacion en
la diferenciacion neural. Ademads encontramos una escasa proliferacion,
congruente con la pérdida de potencialidad que sufren las células madre
adultas a medida que se diferencian. Cuando estas células son sembradas con
un sustrato de adhesion, en este caso la poli-L-lisina, se induce la adhesion
celular que impide la formacion de neuroesferas y permite que pueda

observarse claramente un cambio en su morfologia.

La gran influencia de las células de la cresta neural dentro del proceso de
formacion del diente, parece influir en la capacidad de las PDLSCs para
diferenciarse a células del sistema nervioso. Esto es mas evidente cuando hemos
encontrado expresion de Slug, Twist y Sox9 en estas células mediante RT-PCR
en estado basal, y de Nestina y p75N® en el estudio inmunocitoquimico de las
mismas, sugiriendo la presencia de células indiferenciadas con caracteristicas
similares a las células de la cresta neural. De igual manera, en estudios previos,
también se encontrd expresion de marcadores de la cresta neural en
experimentos in vitro con DPSCs (Rodriguez, 2009) que confirmaria la

influencia de la cresta neural en la odontogénesis.

Aunque las células de la pulpa y el foliculo dental son frecuentemente definidos
como ectomesenquimales, tras una gran cantidad de estudios se ha demostrado

que los tejidos periodontales, incluido el cemento, derivan de la cresta neural

(Lumsden, 1988; Hildebrand y col., 1995). Ademads, Pierre y col. (2006)
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sugirieron en una publicacion reciente que todas las células madre adultas
podrian ser progenie de la cresta neural. Por lo que la existencia de precursores
en zonas proximas al diente podria ser explicada por la ontogenia del diente
humano. En este contexto es importante sefalar que los dientes adultos estan
abundantemente inervados, por los que se necesita una gran plasticidad neural

local para el recambio celular (Widera y col., 2007).

Ademas, varios factores neurotroficos como el factor de crecimiento nervioso
(NGF), el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), o el factor
neurotréfico derivado de la glia son altamente expresados en el desarrollo

dental humano (Nosrat y col., 2002).

Estos datos indican la posible existencia de células madre neurales proximas al
diente, o que las células madre neurales y la células que dan lugar a los tejidos
dentales tienen una ontogenia comun. El papel fisioldgico de estas células en el
humano adulto puede ser el potencial reemplazo de tejido dental y/o neuronal

degenerado por enfermedades como las periodontales (Bartold y col., 2006).

Otra explicacion compatible con los resultados obtenidos, la expresion de
marcadores neurales, estaria de igual manera relacionada con en el origen
dental. Tras la formacién de la corona y, posteriormente, la raiz dental quedan
en el espacio periodontal pequenos ciumulos de células que proceden de los
restos embrionarios epiteliales de la vaina radicular de Hertwig, responsable de
la formacidn de la raiz dental. Estas células tienen un origen comun con las del
sistema nervioso, el ectodermo, y son llamados restos epiteliales de Malassez

(ERM).

Varios estudios han investigado la expresion de diferentes tipos de proteinas

por los ERM. Esas proteinas pueden ser clasificadas ampliamente en 2 grupos,
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citoqueratinas y neuropeptidos. Los ERM pueden expresar neuropeptidos
incluyendo el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP),
sustancia P (SP), péptido intestinal vasoactivo (VIP), receptor de tirosina
quinasa A (TrkA)- un receptor de gran afinidad del factor de crecimiento
nervioso (NGF)- y la proteina relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP)
(Rincon y col, 2006). En un estudio en el afio 2000, se observo la
inmunoreactividad del NGF en las células de los ERM a nivel de la region
cervical y de la furca en molares de ratas, pero no en otro tipo de células no
neurales como osteoblastos, fibroblastos, odontoblastos o cementoblastos

(Yamashiro y col., 2000)

2.- POTENCIALIDAD NEURAL IN VIVO DE LAS PDLSCs.

El sistema nervioso central (SNC) tiene una capacidad muy limitada respecto a
la regeneracion celular, por lo que se investigan los trasplantes de progenitores
neurales derivados de células madre embrionarias o autdlogas como una de las
principales estrategias para la regeneracion del mismo (Anderova y col., 2006;

Lacza y col., 2003).

Debido a los problemas éticos, inmunoldgicos y teratogénicos que generan los
trasplantes de células madre embrionarias, y a los resultados, en cuanto a
capacidad de proliferacion y potencialidad para la neurogénesis de las células
madre derivadas de tejido adulto, las investigaciones se estan centrando en

estas ultimas.

En el caso de las DPSCs, los resultados que hasta ahora se han obtenido en

estudios in vivo, sugieren una interesante capacidad neurogénica de estas
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células. Miura y col. (2003) trasplantaron células de pulpa dental humana de
dientes temporales en el hipocampo de ratones inmunodeprimidos. A los 10
dias del trasplante comprobaron la persistencia de estas células en el
hipocampo de ratén, pero con la adquisicion del marcador neural NF-M. No
obstante, los autores no especifican en su trabajo si las células trasplantadas

estaban o no diferenciadas y si co-expresaban mas marcadores neurales.

Un estudio preliminar publicado en 2008 consistié en el trasplante de células
procedentes de la pulpa dental humana en un modelo aviar, donde se
evaluaron los resultados durante las primeras 72 horas. En este estudio
demostraron que las DPSCs y SHED que se habian integrado en el SNC,
provocaban una respuesta endodgena neural y coexpresaban marcadores

neurales como B-III tubulina y NF-M (Arthur y col., 2008).

En otro estudio publicado también en 2008, en el que se trasplantaron células de
la pulpa dental de mono en un modelo murino, no pudieron establecer
resultados concluyentes de sus células ya que la expresion de eGFP disminuia

con el tiempo (Huang y col., 2008).

En un estudio muy reciente (Kiraly y col., 2011) los resultados obtenidos fueron
muy esperanzadores al observar como DPSCs neuronalmente prediferenciadas
migraban desde el liquido cefalorraquideo hasta la lesién provocada mediante
frio en la corteza cerebral de ratas, con un aumento de marcadores neurales y

de la actividad electrofisioldgica de dichas células.

Tanto en el caso de las DPSCs como las PDLSCs, su origen en relacién con la
cresta neural y su potencialidad neural demostrada en estudios previos, los
hace muy atractivos como posible fuente donante de células madre adultas en

el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas mediante terapia celular.

-174 -



En el caso de las células derivadas del hPDL no hay practicamente datos

publicados hasta la fecha acerca del potencial in vivo de las mismas.

En el presente trabajo de investigacion se trasplantaron células derivadas del
hPDL, prediferenciadas neuralmente en cultivo, en el hipocampo de ratones
nude adultos y, tras un mes, se obtuvo como resultados en los experimentos
realizados, que los injertos de células derivadas del hPDL sobreviven al
trasplante, se integran, migran y generan células humanas DCX+, NF-M+,
GABA+, GFAP+ y NG2+ en el cerebro de raton adulto, marcadores de los tres
linajes celulares del sistema nervioso. Las células derivadas del hPDL injertadas
se detectaron por todo el hipocampo, incluyendo la capa granular del giro
dentado, las capas celulares CAl, CA2 y CA3 hipocampales, en la corteza

dorsal y el epitdlamo, un mes después del trasplante.

Algunas de las células derivadas del hPDL injertadas pudieron ser localizadas
en nichos de células madre neurales como el epitelio ventricular, la zona
subventricular (SVZ) de la pared del ventriculo anterolateral y también en la

zona subgranular (SGZ) del giro dentado del hipocampo.

Trabajos anteriores sugieren que las células madre neurales en la SVZ se
corresponden con una poblacién de astrocitos que tienen uno o dos procesos
primarios (Quinones-Hinojosa y col.,, 2006; Garcia y col, 2004) y que los
precursores neuronales primarios en el SGZ tienen los cuerpos celulares en el
SGZ y un proceso radial que penetra hacia la capa granular, y se disponen
tangencialmente a lo largo de la SGL en el limite del giro dentado (Alvarez-
Buylla y col., 2002). Interesantemente, se observd una morfologia similar de las
células derivadas del hPDL localizadas en los nichos de células madre: la regiéon

subventricular y la subgranular.
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Todos los resultados apoyan y amplian los estudios previos que muestran que
el hPDL puede contener células madre que derivan de la cresta neural

(Techawattanawisal y col, 2007; Coura y col., 2008).

Las células derivadas del hPDL han sido ampliamente estudiadas en trabajos
anteriores pero es necesario realizar mas experimentos in vivo que demuestren
la integracion de las mismas en el sistema nervioso, utilizando células humanas
y modelos murinos que confirmen la seguridad de estas células antes de

plantear ensayos clinicos en humanos.

3.- SOBREEXPRESION DE eGFP TRANSGENICO

Es importante usar un buen marcador de células donantes que no se diluya con
las divisiones para no perder en ningn momento su localizacion y tratar de

excluir el posible fenémeno de fusion (Greco y Recht, 2003).

Se ha demostrado que las células derivadas del hPDL podian ser
convenientemente modificadas en cultivo con vectores no-virales para la
expresion de producto génico externo. La disminucién en la expresion génica in
vivo ha sido un problema general para la aplicacion de terapias génicas ex vivo,
particularmente con el uso de ingenieria de células madre (Johansen y col.,
2002). En este estudio, se demuestra que la transfeccion de DNA por
electroporacion en las células derivadas del hPDL permite la expresion estable
de eGFP. No se observo un silenciamiento de la expresion del transgén tanto in

vitro como in vivo.
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La expresion estable de eGFP+ en los subclones de las células derivadas del
hPDL hizo posible el aislamiento de clones celulares de propiedades
homogéneas, caracteristica considerada importante para un producto potencial

clinico (Martinez-Serrano y Bjorklund,1997; Sayles y col., 2004).

Los resultados descritos anteriormente indican que las células derivadas del
hPDL parecen ser una herramienta atractiva para la transferencia estable de
genes externos o la aplicacion de factores de crecimiento en el sistema nervioso

central.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en este trabajo de tesis doctoral, podemos

deducir las siguientes conclusiones:

1.- Sugieren la existencia de células con propiedades moleculares de células
madre y de células de la cresta neural dentro del ligamento periodontal

humano y de las células en cultivo derivadas del mismo.

2.- Es posible expresar la proteina exdgena eGFP de manera estable en células
derivadas del ligamento peridontal humano, tanto in vitro como in vivo, sin
necesidad de wutilizar vectores derivados de virus, asegurando asi, una
transferencia génica mas segura y fiable. La expresion estable de la proteina
eGFP permite estudiar in vivo la biologia celular y molecular de células

derivadas del ligamento peridontal humano.

3.- Es posible generar un sistema de cultivo de formacion de neuroesferas a
partir de células derivadas de hPDL aplicando un medio de cultivo libre de

suero y con la presencia de bFGF y EGF.
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4.- Las células derivadas del hPDL tienen la capacidad in vitro para

diferenciarse en células similares a las células neurales.

5.- Los injertos de células derivadas del hPDL sobreviven al trasplante, se
integran, migran y generan células similares a las neurales en el cerebro de

raton adulto.

6.- El injerto y las propiedades de diferenciacion de las células derivadas del
hPDL en el cerebro de ratén adulto indican que podrian ser una fuente
potencial para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, siendo para
ello necesario un conocimiento exhaustivo en la biologia de las mismas,

explorando su caracterizacion, seleccion, expansion y comportamiento in vivo.
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