@i’f@@l@f@ ) 5,
%ﬂ_% UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE ﬁﬁﬁmﬂ

FACULTAD

MEXICO w& W)w’
iy

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

CARACTERISTICAS BIOLOGICAS Y APLICACIONES
CLINICAS DE LAS CELULAS TRONCALES
MESENQUIMALES.

TESINA

QUE PARA OBTENER EL TIiTULO DE

CIRUJANA DENTISTA

PRESENT A:

ANA ROSA GARDUNO RODRIGUEZ

TUTOR: Dr. LUIS ALBERTO GAITAN CEPEDA

ASESOR: Esp. DANIEL QUEZADA RIVERA

MEXICO, D.F. 2011



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Agradecimientos

A Dios, por haberme dado el don de la vida, por su gran benevolencia
y por permitirme [legar a coronar con éxito uno de los logros mds
importantes de mi vida.

A mi querida ‘Universidad Nacional Autéonoma de México y a la
Facultad de Odontologia por brindarme la oportunidad de realizar y

concluir satisfactoriamente mi carrera universitaria.

A mi madre Lourdes, pov haber fomentado en mi el deseo de
superacion y el anhelo de triunfo en la vida. Por ser mi mejor amiga,
la persona que mds amo vy a la cual admiro muchisimo. Gracias por
estar a mi lado siempre que te he necesitado, por hacer de mi una
persona valiosa, responsable y honesta, por cumplir todos mis sueros...
Siempre estaré en deuda contigo. Mil palabras no bastarian para
agradecer tu apoyo, tu comprension vy tus consejos durante toda mi
vida.

A mi hermano Aarén porque ha estado a mi lado desde el primer
momento de la vida cuidandome, apoyandome y creyendo siempre en
mi. Recuerda que siempre voy a estar orgullosa de ti.

A Eduardo, por motivarme a ser una mejor persona en todos los
aspectos de mi vida, por apoyarme incondicionalmente para concluir
mi carrera universitaria. Por amarme, protegerme \y ser mi mejor
amigo. Gracias por enseviarme a disfrutar y valorar cada instante,
siempre estaré a tu lado acompaiidndote. Te amo, cosa.

A mis abuelitos Rosa y Juan, a mis tias Sitvia (1), Maria Fugenia,
Marcela, Norma y Hortensia, a mis tios Aaron y Eduardo; a todos
mis primos en especial a Lucero y Ricardo, por apoyarme en todas las
etapas de mi vida, por ser mis pacientes mds pacientes, por creer en
mi, espero nunca defraudarlos vy [lenarlos siempre de satisfacciones.

Sitvia (1), gracias por tus consejos, tus cuidados, tu caririo y sé que en
donde te encuentras estds muy ovgullosa de éste logro.



A mis nivias Chikis y Melody, las adoro y no imagino mi vida sin su
existencia.

A mis amigos porque han estado ahi para escucharme, apoyarme,
alentarme y hacerme sonreir, no mnecesito mencionar sus nombres
porque ustedes saben muy bien quienes son.

A todos mis pacientes porque sin su invaluable apoyo no hubiera sido
posible convertirme en lo que ahora soy, gracias por su paciencia y
comprension.

A todos mis maestros, porque con sus enserianzas, experiencia
dedicacion he logrado una meta muy importante, el ser profesionista.

A todas las personas que han coincidido en mi camino, que han
enriquecido mi vida de experiencias buenas y malas, que me hicieron
retr, llorar, sofiar, pensar, sufriv, luchar, disfrutar, amar...

A mi tutor, el Doctor Luis Alberto Gaitdin Cepeda, a mi asesor el
Especialista Daniel Quezada Rivera y a la coordinadora de Patologia
General e Inmunologia, la Especialista Lila Areli Dominguez Sandoval
por su gran apovyo y los conocimientos aportados para la realizacion
de este trabajo.

A Coi porque solo con constancia, responsabilidad, coraje, fuerza y
voluntad se logran los suetios y metas.

Llegue, vi y vencr” Julio Cesar.



INDICE

1. INTRODUCCION ...ooo oottt et e, 6
2. PROPOSITO .ottt ettt 7
I 012 ] = 1 1Y/ © NSRS 7

CAPITULO 1

GENERALIDADES DE LAS CELULAS TRONCALES

1.1 Antecedentes histdricos de la terapia celular............cccccvvvveeeeennn. 8
2 B = {1 1 od T o 12
IR @ Lo =T o PP PPPPPPPP 12
I o Tt [ - ol [0 o PP 13
1.5Caracteristicas biologicas y moleculares............ccccoevvvvvvvvieeneeennn. 14
1.5 1 IMITOSIS. .uuuuuiieeeeiiiieiiiiie e e e e e e ettt e e e e e e e et e e e e e e e eeeenes 15
1.5.2 FASE Gl 15
153 FASE S .o 16
1.5:4 FASE Goueiieiiieeeiee e 16
1.5.5 MEIOSIS...ciiiuiiiiiiiiii et 17
1.5.6 CiClINAS ..uuuiieeeiiiieeiici e e e e e eeeaes 18
1.5.7 Apoptosis o muerte celular programada....................... 18
1.5.8 APOPIOSOMA....ccuuiiiiiiiiiiiieiiiiee e e e e eaeees 20

1.5.9 T IOMBIASA . . e ee e 24



CAPITULO 2
CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES

2.1 Antecedentes hiStOriCOS ............uvururuuuiirirrriiniiiniiierineeennnne.. 27
2.2 Caracteristicas bioldgicas y morfoldgicas...........ccceevvvvvvvviiinneeennn. 29
2.2.1 Multipotencialidad de las células troncales
MESENQUIMAIES.......coeiiiiieee e 37

2.2.2 Plasticidad de las células troncales mesenquimales ... 38

2.3 Fuentes de OBtENCION ... ...ooneeeee e 40
2.4 MEtodos de ODLENCION.......cen e 42
2.5APlICACIONES ClINICAS....cceeiiiiiiiiiiiiiieee e 44

CAPITULO 3
APLICACION CLINICA EN ODONTOLOGIA

3.1 Células troncales mesenquimales de origen dental..................... 49

3.2 Localizacion de células troncales mesenquimales

3.2.1 Tejid0 PUIPA.....cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 52

3.2.2 Ligamento Periodontal............ccccooeeeiiiiiiiiiiiiiiie e, 54

3.2.3 Dientes temporales exfoliados...........ccccccvviiiiiieeeiinnnnn, 56

3.2.4 APICE deNTAl.....cceevieeeeeeeeeceee e 57

3.2.5 Foliculo dental ..........ccccoeeviiiiiiiiiiiie e 58

3.3 Aplicaciones clinicas en odontologia ...........cccceeeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeenn. 59
CAPITULO 4

REALIDAD DE LAS CELULAS TRONCALES. .......ccooooeeeeieeeeeren 64



4. CONCLUSIONES

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....coooviiieeeeeeeeeeeeee,



=V

UNAM
1904

1. INTRODUCCION

Las células troncales o células madre son un grupo especifico de células
indiferenciadas que tienen un gran potencial proliferativo y presentan dos
caracteristicas considerables: en primer lugar, son capaces de
autorrenovarse, es decir, de formar células idénticas a las células de origen,
y en segundo lugar, tienen la capacidad de generar uno o mas tipos celulares

gue cumplen con funciones especializadas en el organismo.

En los ultimos afios ha aumentado notablemente, el interés en las células
troncales sométicas de multiples tejidos humanos, ya que ademas de ser de
enorme interés bioldgico, éstas no representan ningun reto ético y muchas
veces se obtienen de tejidos que son desechados, como la placenta, sangre
del cordén umbilical * y en los Gltimos afios se han llevado a cabo estudios
para obtener células troncales mesenquimales de la pulpa dental de 6rganos

dentales primarios y ligamento periodontal.

Dentro del grupo de células troncales de adulto, las células troncales
hematopoyéticas han sido las méas estudiadas y en la actualidad se tiene un
panorama bastante amplio de su estructura y su biologia. El estudio de las
células troncales mesenquimales (MSC) inicié en la década de 1970, en
donde los cientificos estuvieron enfocados primordialmente al conocimiento

de su papel en la formacion del estroma hematopoyético.

Durante la ultima década las células troncales mesenquimales han sido
sometidas a varios estudios en los cuales se ha demostrado el amplio
potencial de diferenciacion que poseen hacia diversos tejidos. Actualmente
estan siendo consideradas como una importante opcion terapéutica para
multiples enfermedades sistémicas aunque el estudio de las células troncales

aun es controversial y no esta exento de impedimentos o fracasos.
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2. PROPOSITO

Revision bibliografica sobre las células troncales mesenquimales,
describiendo la biologia que poseen, considerando las probables
aplicaciones clinicas que se les pueden dar en diversos padecimientos

sistémicos.

3. OBJETIVO

Conocer las diversas propiedades biolégicas de las células troncales
mesenquimales, identificar las fuentes para su obtencién y analizar las
probables aplicaciones clinicas en las diferentes ramas de la salud siendo de
gran interés el area odontoldgica; considerando el verdadero potencial de

estas células.



CAPITULO 1
GENERALIDADES DE LAS CELULAS TRONCALES

1.1  Antecedentes historicos de la terapia celular

La teoria basica detras de la terapia celular fue descrita por Paracelso, en el
siglo XVI, que escribio: “El corazon cura al corazon, pulmén pulmonar sana,
el bazo bazo sana; semejante cura lo semejante”. ' Paracelso y otros
meédicos creian que la mejor manera de tratar la enfermedad era utilizar tejido

Vivo para reconstruir y revitalizar el envejecimiento de los tejidos enfermos.

El notable avance de la medicina cientifica se inici6 hace varios siglos,
aunque, los logros mas destacados se han registrado en los siglos XIX, XXy
XXI. En el siglo XX, en 1912, el médico francés Alexis Carrel, demostré por
primera vez el efecto regenerador que se observa con la aplicacién de
células provenientes de un organismo joven a uno mas viejo, y dijo la
siguiente frase célebre: “La esperanza de la humanidad esta basada en la
prevencion de las enfermedades degenerativas y mentales, pero no en el
alivio de los sintomas”. ° El demostré la inmortalidad de un tejido en vida
artificial, ya que durante 27 afios, mantuvo latiendo el corazén de un pollo
dentro de un recipiente con suero fisioldgico, al que le administraba todos los
dias sustancias del corazon de otro pollo. Fue asi que con sus experimentos,
establecié el paradigma de la terapia celular: “Los o6rganos envejecido
recobraran rapidamente su vigor si se les agrega un extracto de otro érgano

similar”.

En 1931 cuando el doctor De Quervain, quien accidentalmente habia
eliminado la glandula paratiroides de su paciente, pidi6 apoyo al doctor

Niehans, de nacionalidad suiza; ya que la paciente sufria de severas
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convulsiones y su estado de salud era muy grave. Niehans no tenia tiempo
de ejecutar el injerto quirdrgico de la glandula entera. Usando un catéter,
aplicé células de la paratiroides obtenida de un ternero. El éxito de esta
terapia realizada por Niehans para abandonar el trasplante quirargico de las
glandulas intactas es que actualmente so6lo se implantan por medio de

inyecciones.

En 1948 Niehans amplié la terapia celular con células de higado, pancreas,
riilones, corazén duodeno, timo y bazo. Estas células eran aplicadas a sus
pacientes con inyecciones que contenian células recientemente obtenidas
(congeladas) o liofilizados reconstituidos (polvo seco de las células)
derivados de los diferentes 6rganos y glandulas de embriones y ovejas

jovenes. °

Fig. 1 El doctor Paul Niehans es considerado el padre de la terapia celular %

El descubrimiento de las células troncales o células madre (stem cells) viene
a revolucionar el concepto de terapia celular, El trabajo cientifico lo inicia
Robert Edwards, quien enfoco su tema de tesis en la embriologia del raton.
Durante su doctorado estudio los conceptos avanzados en genética y
biologia celular, destacandose los conceptos de “silenciacién de genes” y la

“canalizacién” (modelo de diferenciacion celular). En 1950 Edwards, tuvo la
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idea de trabajar con células troncales de origen embrionario con el objetivo
de aplicarlas en diferentes patologias. El primer problema que él resolveria
seria la esterilidad humana, por lo que se dirigio a lograr la fertilizacion in
vitro de humanos. Durante la ruta clinica de su investigacion, colaboré con el
bioquimico John Paul para la obtencion de un embrién en crecimiento in
vitro. Este experimento pretendia obtener células hematopoyéticas y
neuronales.” También observé el comportamiento de los cultivos de las
lineas celulares de embriones de conejo obtenidos por fertilizacion in vitro;
este fue el hallazgo mas importante de la terapia celular, ya que gracias a
este experimento se ha logrado obtener células troncales de origen
embrionario. Cuando la masa celular interna del blastocisto era disgregada
ocurria un cambio, el cual no se suscitaba cuando se mantenia intacta.
Cuando lograron separar las células de la masa celular interna del blastocisto
y las pusieron en cultivo celular en cajas de Petri, observaron como las
células embrionarias se transformaban (diferenciacion celular) en cada tejido

del cuerpo como sangre, neuronas y musculo.’

Fertilizacién in vitro

DS
Dia0 ————— Ovulo fertilizado— I
\ - ;}J Las células madre
SR WS e pluripotenciales se
N Dia 3 ——— Células totipotenciales — derivan de la masa
Masa celular \ | celular interna
interna  —__
T »
\' a SN Y
i Dia5 —— Blastocisto — b
Blastocele S / 3 lineas celulares principales
—
Trofoecteodermo = S
s B C

Células madre A
l i e O e e
e I |
_ _ Cultivo de i j
Caja de Petri células madre

Fig. 2 Hallazgo de Edwards y col. Las células madre de origen embrionario

se derivan de la masa celular interna del blastocisto °
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Edwards en su intento por demostrar que las células troncales de origen
embrionario obtenidas de la masa celular interna de blastocistos al ser
aplicadas en blastocistos de otros ratones llevaban genes distintos al del
receptor, ofreci6 como tema de doctorado a Richard Gardner y él acepto.
Trabajaron juntos para establecer los procedimientos operativos correctos
para manipular los blastocistos de conejo y decidieron cortar los pequeios
trozos de trofoectodermo. Los tejidos cortados fueron marcados para
identificar la cromatina del sexo y poder diferenciar los embriones masculinos
de los embriones femeninos. Richard Gardner descubrio la formacion de
quimeras en los descendientes del donador y la célula extrafia habia

colonizado virtualmente cada tejido del cuerpo.

Marcando células madre en ratdn

El blastocisto

se implanta

S 9 L. en el utero
e g 7 de le madre

Marcan las células \

madre en blastocisto .

Ratones RS
quimméricos r’ \
que nacen )
delamadre \_ 7
Ovulo (¥ 43y Ovulo

/ Espermatozoide

Ratones que expresan
el gen marcado
Ratén normal

Fig. 3 Formacion de quimeras de Richard Gardner y Edwards >
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En el afio 2007, se otorgo el premio Nobel de Fisiologia y Medicina a Mario
Capecchi, Oliver Smithies y Martin J. Evans por sus descubrimientos sobre
los principios para introducir modificaciones genéticas especificas en el ratén
utilizando para ello células troncales embrionarias. El trabajo de estos
investigadores reunié dos ideas: la recombinacion homdéloga y las células
troncales, lo que llevo a la creacion de una tecnologia poderosa: modificacién
de genes especificos por recombinacion homologa en el raton. Actualmente
esta tecnologia se aplica en todas las areas de biomedicina, que abarca

desde la investigacion basica hasta el desarrollo de nuevas terapias.”

1.2 Definicion

Una célula es la unidad mas pequefia capaz de manifestar las propiedades
del ser vivo, sintetiza el conjunto, o casi, de sus constituyentes utilizando

elementos del medio extracelular. Crece y se multiplica. °

Entonces podemos definir que una célula troncal o célula madre (stem cell
en inglés) es una célula progenitora, capaz de regenerar uno 0 mas tipos

celulares diferenciados y con la capacidad de autorrenovarse.

1.3 Origen

Durante el desarrollo embrionario todos los seres humanos pasamos por
varias etapas en las primeras semanas del embarazo: cigoto (Ovulo
fecundado), blastocisto, gastrula y morula. En la etapa de blastocisto, no
todas las células estan indiferenciadas; es decir, no se han especializado en
funciones particulares, aunque estas mismas células daran origen a células
especializadas con tareas concretas, como las neuronas, las células
musculares, los eritrocitos y los osteocitos. La mayoria de las células del
organismo provienen de las células del blastocisto, se dice que son

totipotenciales y reciben el nombre de células troncales embrionarias. *°

12



Existe otro tipo de células troncales, las “células troncales
organoespecificas”; éstas son pluripotenciales y multipotenciales que se
derivan de divisiones celulares de las células troncales embrionarias y tienen
la capacidad de originar las células de un érgano especifico tanto en el
embrion como en el adulto. Un ejemplo de este tipo de células son las
células troncales mesenquimales de la médula ésea, las cuales son capaces

de originar todas las células de la sangre y del sistema inmune. °

~ MASA CELULAR
~~ INTERNA

BLASTOCELE

p

BLASTOCISTO

Fig. 4 En la etapa de blastocisto las células se encuentran indiferenciadas *

1.4 Localizaciéon

En 1978, Scofield, defini6 como nicho a los elementos que rodean la
célula troncal cuando se encuentra en su estado nativo, incluyendo las
células no troncales que puedan estar en contacto directo con ella, asi

como la matriz extracelular y las moléculas solubles que se encuentran

13



localmente.® Los nichos de células troncales se encuentran en las

siguientes localizaciones:

- Embrion (etapa de blastocisto)
- Cordon umbilical

- Médula 6sea

- Tejido Adiposo

- Sistema nervioso

- Pulpa dental

- Ligamento periodontal

1.5 Caracteristicas bioldgicas y moleculares

Las células troncales pasan a través de una secuencia regular de
crecimiento y division llamada ciclo celular, el cual es una secuencia ciclica y
ordenada de procesos en que la célula crece y se divide en dos células hijas.
Consiste en interfase, mitosis y citocinesis. La duracién del ciclo celular varia
segun la estirpe celular, siendo la duracion media del ciclo completo unas 24
horas. El ciclo celular se divide en cuatro fases o cuatro estados metabdlicos
distintos que se denominan G; S, G, (interfase) y M (mitosis). La mitosis o
periodo de divisibn o fase M puede durar unas horas o varios dias,

dependiendo del tipo de célula; a su vez se divide en dos procesos:

a) Mitosis o division nuclear (cariocinesis): es la division celular en la cual
una célula troncal se divide en dos células hijas idénticas. Esta fase se
divide en profase, metafase, anafase y telofase. Tiene una duracién
de aproximadamente 1 hora.

b) Citocinesis o division citoplasmatica para generar dos células hijas.

14
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activity befog 2N Centrioles
mltosis/ - N replicate

Fig. 5 Etapas del ciclo celular, en donde la célula se divide en cuatro

estados metabdlicos %2

1.5.1 Mitosis

La interfase es el periodo durante el cual la célula crece, replica su DNA y se
prepara para la siguiente divisién. Este periodo esta comprendido entre
divisiones celulares y es la fase mas larga del ciclo celular, ocupando casi
95% del ciclo °. Consta de varias fases (G1 S y G,). La continuidad del
namero cromosémico de una especie es mantenida por la mitosis. En la fase
S los cromosomas se duplican y en la fase G, comienza la condensacion de
los cromosomas y del ensamblado de las estructuras especiales requeridas

para la mitosis y la citocinesis.®

1.5.2 Fase G;

Es la primera fase del ciclo celular en donde existe crecimiento celular con
sintesis de proteinas y RNA. Comenzando a partir de la citocinesis de la

division anterior, la célula hija es pequefia y posee un alto contenido de ATP

15
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resultante del gasto efectuado en el ciclo anterior, por lo que en este periodo
se produce la acumulacion del ATP necesario y el incremento del tamafio
celular. Es el periodo que transcurre entre el fin de una mitosis y el inicio de

la sintesis de DNA. Dura entre 6 y 12 horas.

1.5.3 Fase S

Es la fase de sintesis o replicacion del DNA, inicia cuando la célula adquiere

el tamafio suficiente y el ATP necesario, tiene una duracion de 6 a 8 horas.

1.5.4 Fase G,

Tiempo que transcurre entre la duplicacion del DNA y el inicio de la mitosis.
En esta fase continda la duplicacion de proteinas y de DNA es tetraploide.
Dura entre 3 y 4 horas. La mitosis es el proceso de separacion de los
cromosomas Yy division de las células eucariotas, células somaticas que
llevan la copia del material genético. Este proceso asegura que cada célula
que nace de otra tenga los mismos datos genéticos que la célula madre.

La profase finaliza con la desintegracion de la envoltura nuclear y la
desaparicion de los nucléolos. Durante la metafase, las cromatidas, dirigidas
por las fibras del huso, se mueven hacia el centro de la célula. Al final de la
metafase disponen en el plano ecuatorial. Durante la anafase se separan las
cromatidas hermanas y migran a los polos opuestos. En la telofase se forma
una envoltura nuclear alrededor de cada grupo de cromosomas, el huso
comienza a desintegrarse y los cromosomas se desenrollan para entrar

nuevamente a interfase.
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1.5.5 Meiosis

Es un proceso de reduccion cromosomica a la mitad pero sin perder la
informacion genética que mantiene los rasgos estructurales y funcionales del
organismo. En la meiosis | (etapa reduccional) se reduce el nimero diploide
de cromosomas a la mitad o haploide, pero aun los cromosomas son dobles.
En la meiosis Il (etapa ecuacional) se mantiene el nimero cromosomico
haploide conseguido en la etapa anterior, pero los cromosomas son simples.

Entre estas dos etapas consecutivas no existe la letra S, por lo que no se

duplica el material genético sino que se reduce.

La division celular se activa por las sefiales de transduccion intracelulares
gue a su vez han sido puestas en marcha por la estimulacion de los factores
de crecimiento sobre sus receptores. La regulacion del ciclo celular es
fundamental para mantener el equilibrio homeostatico entre crecimiento

celular, diferenciacién, supervivencia y muerte celular. °

MEIOSIS MITOSIS

Synapsis and P
Crossing Over
") Occur

Homologues Align " n Chromosomes Align at the
Independently A Metaphase Plate

“ Daughter Chromosomes
{} Separate

Jf i&l Daughter Cells Form
" 4 g 4 Daughter
\ / Chromosomes
ﬂ % Separate
Daughter Nuclei are not Genefically Daughter Nuclei are Genetically
Identical to Parent Cell Identical to Parent Cell

Fig. 6 Fases de la mitosis y la meiosis %
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1.5.6 Ciclinas

Las ciclinas son una familia de proteinas que son sintetizadas y destruidas
durante una determinada fase del ciclo celular. Todas ellas contienen una
region comun conocida como secuencia ciclina, de 150 aminoacidos, que es
un dominio relativamente conservado y responsable de la union y activacion
de las CDC.

Las Cinasas Dependientes de Ciclina (CDC) son las principales
controladoras del ciclo celular, provocando que la célula pase de G; a S o de
G, a M. Las CDC son unas proteinas cinanas que se unen a ciclinas
especificas y son activadas por ellas, se tienen descritas al menos nueve
CDC. Las CDC4, CDC5 Y CDC6 forman complejos con las ciclinas de la

familia D y funcionan durante la fase Go/G; del ciclo.

1.5.7 Apoptosis o muerte celular programada.

La apoptosis es la muerte celular programada controlado genéticamente;
esta forma de muerte es diferente de la muerte no apoptdsica o necrosis.
Tiene un papel muy importante en el desarrollo embriolégico de casi todos
los 6rganos y tejidos. El rasgo caracteristico de la muerte celular por
apoptosis son las membranas celulares intactas aunque la célula se esté
destruyendo por dentro. La apoptosis es inducida por el p53 a través de la
transcripcion de genes como Bax. Otros inductores de apoptosis son
FAS/APO-1/CD95.

En la apoptosis pueden diferenciarse varias fases:

- Efectora: adopcion sin retorno del compromiso hacia la muerte, se

caracteriza por el aumento en el contenido de calcio intracelular.
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- Degradativa: se degradan los &cidos nucleicos y existen mas cambios
en la membrana células. Los cuerpos apoptdsicos son fagocitados por
macrofagos.

- Limpieza: los macréfagos eliminan todas las células apoptésicas.

En el organismo son comunes dos formas de muerte celular: necrosis y
apoptosis. En la apoptosis destacan las alteraciones morfolégicas del nucleo
frente a las del citoplasma, a la inversa de lo que ocurre en la necrosis en
general. La necrosis es una forma de muerte celular que resulta de un
proceso pasivo, accidental y es consecuencia de la destruccion progresiva
de la estructura con alteracion definitiva de la funcion normal en un dafio

irreversible.

Los receptores de muerte son moléculas sefialadoras de apoptosis,
pertenecen a la superfamilia del receptor de necrosis tumoral (TNF), cuyos
miembros tienen en comun un dominio extracelular rico en cisteina. Existen
dos familias de rec3ptores de muerte: Proteina CD95 (APO-1Fas) y el

Receptor 1 del factor de necrosis tumoral (TNFR1).

Existen dos vias de sefalizacion de apoptosis donde interviene la

mitocondria en el panorama de muerte celular.

- La primera por medio de MOMP (mitochondrial outer membrane
permeabilization), que ocasiona la creacion de un poro formado por
las proteinas de la familia Bcl-2, Bax y Bak, activados por su dominio
BH3 en respuesta a una sefal de apoptosis, resultando en la
liberacion de proteinas del espacio intermembranico de la mitocondria
incluyendo a citocromo C, Smac/DIABLO y Omi/HtrA2. El citocromo C

activa a APAF-1, la cual se oligomeriza y forma el apoptosoma, el cual
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activa a la caspasa 9. La caspasa 9 activa a las caspasas ejecutoras.
El inhibidor de las caspasas (IAP) bloquea la funcion de la caspasa 9y
es bloqueado por Smac y Omi.

- La segunda ruta de muerte celular es desencadenada por especies
reactivas de oxigeno (ERO) que cambian la permeabilidad de la

membrana interna, provocando edema y ruptura de la matriz.’

Enzimas liticas _ Pérdida de Cuerpo Cuerpo
microvellosidades apoptésico apoptdsico
y uniones

Cambios nucleares Fragmentacion Fagocitosis
A B C D

Fig. 7 Esquema de la apoptosis. Este proceso celular es dependiente de
energia; al realizarse de manera controlada, no afecta a las células vecinas.
A. Cuando comienza este proceso se sintetizan enzimas liticas y se
producen cambios estructurales, lo que se llama cebamiento. B. Las células
pierden contacto con sus vecinas, su citoplasma y su ndcleo se retraen y los
cromosomas se fragmentan. C. Se forman los fragmentos apoptdsicos por
fragmentacion celular; el nudcleo también se fragmenta. D. Las células

vecinas fagocitan los cuerpos apoptdsicos. °

1.5.8 Apoptosoma

En todos estos sistemas, el complejo formado por receptores, adaptadores y
procaspasa 9 se denominan apoptosoma. Todas las células que conforman
al organismo, incluyendo las células troncales adultas, provienen de las
células troncales embrionarias. Estas células expresan antigenos

embrionarios estadioespecificos, fosfatasa alcalina y gran cantidad de
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telomerasa. Después de la implantacién, las células pluripotenciales se
restringen al epiblasto del embrién. Las células del epiblasto son
autorrenovales y pluripotentes hasta el periodo de gastrulacion, cuando de
manera progresiva se diferencian en las tres capas germinativas y sus

derivados.

Cuadro 1. Marcadores de superficie de las células madre pluripotentes

2-8

Antigeno células Morula MCI Trofoblasto hECC hESC
SEA-1 - + - + - =
SSEA-3 - - ++ - + +
SSEA-4 - - ++ = + +
TRA-1-60 - - +++ - + +
TRA-1-81 - - ++ - + +
GCTM-20 + +
CD9 + +
Osteopontina + ++ ++
PECAM-1
(CD31)

+++ muy alta expresion; ++ alta expresion; + expresion; - sin expresion; MCI
masa celular interna, Hecc células de carcinoma embrionario humano; hESC

células madre embrionarias.

Las células troncales embrionarias dan origen a las capas germinativas del
embrion como el ectodermo, mesodermo y endodermo. Todos los tejidos de
adulto provienen de estas tres capas. A medida que avanza la ontogénesis,
las células de las capas germinativas se diversifican de manera progresiva
en patrones espaciales especificos para controlar la morfogénesis. De
manera mas avanzada en el desarrollo, la diversificacion precede a la

determinaciéon de cada célula progenitora del fenotipo celular del tejido. Las
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células troncales se dividen amplificar la cantidad de células progenitoras,

las que finalmente diferencian a células funcionales.”

Las células troncales pluripotenciales humanas (ChESC) se derivan de la
masa celular interna en los dias 5-8 del estado de blastocisto o morula
embrionarios. Estas células tienen un cariotipo estable, se renuevan y tienen
gran potencial de diferenciacion en células de las tres capas germinativas,

tanto in vitro como in vivo.

Cuadro 2. Marcadores de autorrenovacion y pluripotencia de las hESC y

mESC °
Antigeno hESC mESC
SSEA-1 - +
SSEA-3 + -
SSEA-4 + -
TRA-1-60 + -
TRA-1-81 + -
TRA-2-49 + -
TRA-2-54 + -
GCTM-2 + -
Fosfatasa alcalina + +

Telomerasa + +
TRF-1 + +
TRF-2 + +
Nanog + +
Oct3/4 + +
Sox2 + +
Rex1 + (variable) +
Foxd3 + (variable) +
Dppab/Esgl + +
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Las hESC (células troncales embrionarias humanas) indiferenciadas se
pueden caracterizar por la expresion de marcadores de superficie como el
antigeno especifico de estadio embrionario (SSEA) 3 y 4, por el antigeno de
rechazo tumoral (TRA) y por el marcador tumoral de célula germinal (GCTM).
Una caracteristica comun a las células troncales embrionarias (ESC) de

humano y de raton es la expresion de la enzima fosfatasa alcalina.

Nanog, es un factor de transcripcion tipo secuencia homeatica, esencial en el
mantenimiento de la masa celular interna in vivo y en las ESC in vitro. Esta
presente en la MCI y en las poblaciones celulares mESC y hESC
indiferenciadas y se regula a la baja cuando existe diferenciacién. Nanog es
capaz de mantener la pluripotencia al suprimir la expresion de los factores
transcripcionales Gata4/Gata6/Cdx. No se conocen por completo los
mecanismos involucrados en la regulacion de Nanog pero se sabe que
posee un efecto pivote en la transcripcion de factores como Oct3/4 y Sox2.
Oct3/4 es un factor de transcripcion de dominios POU que regula genes al
unirse a la secuencia octameérica repetida AGTCAAAT dentro de la region
promotora de los mismos, este factor actia en conjunto con Sox2, que se
unen a regiones cercanas a los repetidos octameros de Oct 3/4. Estos
factores tienen una funcibn muy importante en la autorrenovacion y son

expresados en alta concentracion en lineas celulares de ESC.

Las variaciones en la expresion de estos factores influyen en el destino de
las células troncales embrionarias; por ejemplo los incrementos en Oct3/4
promueven la formacién de endodermo y mesodermo y si baja la expresion

de éstos se promueve la aparicion de trofoectodermo.®
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1.5.9 Telomerasa

Los telémeros son secuencias de DNA que protegen los extremos de los
cromosomas eucariéticos manteniendo estabilidad y evitando la fusion entre
cromosomas Yy la pérdida de informacion. En las células somaticas los
telomeros se acortan tanto que alcanzan un tamafo critico y las células
entran en senescencia o0 apoptosis. Las células y tejidos que cuentan con la
capacidad de autorrenovarse y que proliferan rdpidamente superan este
problema por medio de la expresion de la enzima telomerasa. Esta enzima
estd formada por dos subunidades una transcriptasa reversa y un
componente de RNA telomerasa que porta una secuencia de RNA molde. En
las células troncales pluripotentes contienen elevadas concentraciones de
telomerasa, esta enzima se considera como un marcador de indiferenciacion
de las hES.

Existen diversos factores extrinsecos de autorrenovacion de las células
troncales embrionarias tales como la sefal de LIF (factor inhibitorio de la
leucemia mieloide). El LIF es un miembro de la familia de las citocinas IL6 y
se une a un receptor que forma un complejo de dos proteinas
transmembranicas que son LIFB y gp-130. La unién de LIF a su receptor
genera el reclutamiento de proteinas JAK cinasas por debajo de la
membrana y activa la via de sefializacion de STAT3 e induce la expresion de
genes que participan en la autorrenovacién. No existe a la fecha evidencia
que involucre a la via de sefalizacion de LIF con Nanog/Oct3/4/Sox2. LIF es
esencial en el mantenimiento de las mESC en un estado de indiferenciacion
in vitro. La via de transduccion de senales de TGF[ esta involucrada en un
amplio rango de decisiones del destino celular y en diferentes procesos
celulares como: la proliferacion celular, diferenciacion y apoptosis) tanto en el

periodo embrionario como en el estado adulto. Existen dos ramificaciones de
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la sefal de TGFB que estan implicadas en el proceso de autorrenovacion de

las ESC, estan las vias:

TGFB/nodal/activina: Involucra la activacion de Smad2/3, la cual es
fosforilada y forma complejo con co-Smad4 antes de que transloque al
nucleo. La importancia de activacion de la activacion de Smad2/3 es la

autorrenovacion de las hESC.

BMP (proteina morfogenética de hueso): De igual forma pertenecen a
la familia de las TGFB. Existen cuatro receptores para BMP:BMP1a
8ALK2, ALK), BMP13 y BMPRII. Esta sefial se inicia por la union de
BMP al receptor BMPRIa y BMPRII, que lleva a la activacion de
Smad1/5/8. La via de las BMP termina con la expresion de factores id
(inhibidor de la diferenciacion).

Otras vias:

Via de nodal: Diferentes investigaciones han relacionado al nodal en
la autorrenovacion de células troncales embrionarias humanas y de
raton. En las hESC, nodal se expresa a la baja cuando inicia la
diferenciacion. La sobreexpresion de nodal inhibe la diferenciacién a
neuroectodermo de las hESC, induce la formacion de endodermo

visceral y mantiene los marcadores de pluripotencialidad.

Via de sefalizacion de activina: Son proteinas homodiméricas
miembros de la familia de las TGF que interactuan con los receptores
para activina y que posteriormente activan la via de Smad 2/3. Estan
presentes en un amplio rango de tejidos y Organos incluyendo
placenta, médula 0sea y bazo. Tienen un amplio rango de funciones

biol6gicas, como la diferenciacion del endodermo a partir de las hESC
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y participan en asociacion con con BMP4 en la diferenciacion del
mesodermo en mESC.

Via de sefalizacion de FGF y PI3K: La familia de factores de
crecimiento de FGF es capaz de iniciar un amplio margen de
respuestas celulares como proliferaciéon, migracion, diferenciacion,
interrumpcion del ciclo celular y autorrenovacion de las ESC. La sefal
de esta via puede estar sujeta a regulaciéon por BMP2, la cual inhibe la
degradacion de la proteina supresora de tumores, PTEN, que es un

efector negativo de PI3K.

Via de WNT/B-catenina: La via de Wnt estad involucrada en la
proliferacion y determinacion del destino celular. Las alteraciones en
esta via llevan a carinogénesis. La via que se conoce comienza por la
union de Wnt con el receptor Frizzled (Frz), lo que activa, por debajo
de la membrana, a la proteina Dishvelled (Dsh) que inhibe la
destruccion del complejo. A partir de esta un ion, la proteina B
catenina se acumula en el citoplasma y se transloca al nacleo, donde
actla con un coactivador transcripcional del factor de células T. La via
de Wnt esta relacionada con la autorrenovacion de las células
troncales del epitelio intestinal, de las células troncales de piel y las

células embrionarias humanas.®
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CAPITULO 2
CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES

2.1 Antecedentes historicos

En 1924, el cientifico ruso Alexander A. Maximow utilizO los extensos
hallazgos histolégicos para identificar un tipo singular de célula precursora en
el interior del mesénquima que se diferenciaria en distintos tipos de células
sanguineas y en 1960 los cientificos Ernest A. McCulloch y James E.Till
fueron los primeros en demostrar la naturaleza clonal de las células de la

médula 6sea.?

El estudio completo de las células troncales mesenquimales inicio a finales
de la década de 1960 y se extendié durante los afios 70°s con los trabajos
realizados por Friedenstein y col. Este grupo utilizando ratones y cobayos,
describid por primera vez una poblacion de células adherentes de la médula
O0sea que formaban parte del estroma medular y que daban origen al
microambiente hematopoyético. Estas células fueron nombradas como
mecanocitos estromales o unidades formadoras de colonias de fibroblastos
(CFU-F).!

Durante la década de los 80°s varios grupos de investigacion se dieron a la
tarea de caracterizar a la poblacion celular de médula 6sea, capaz de
originar el estroma medular, hueso y cartilago. Durante ésta etapa los
investigadores trabajaron intensamente en la caracterizacién y la biologia de

las células troncales mesenquimales. 3

Piersma y col. demostraron que las células de la médula 6sea contienen

progenitores de fibroblastos, que podian ser trasplantados junto con las
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células hematopoyéticas. Por su parte Owen y col. demostraron que estas
células tenian la capacidad de originar tejido 6seo, cartilaginoso y conjuntivo,
y que a partir de una pequefia cantidad de células de médula ésea
inoculadas en camaras de difusion en modelos in vivo, se generaban una
gran cantidad de células estromales, lo que dejaba claro el gran potencial de

proliferacion y diferenciacion de estas células.

En 1987, Friedenstein y su grupo de colaboradores, realizaron estudios con
clonas aisladas que les permitieran ver si los osteoblastos, condrocitos y
fibroblastos que originaban dichos tejidos provenian de un progenitor comun

en la médula 6sea °

y encontraron que las colonias de morfologia
fibroblastoide, formadas al cultivar in vitro una suspension de células
provenientes de la médula ésea, derivaban de un solo progenitor (CFU-F);
también demostraron la gran capacidad proliferativa de las CFU-F, su gran

habilidad para autorrenovarse y su multipotencialidad. *

Fig. 8 El doctor Friedenstein realiz6 un estudio completo de las células

troncales mesenquimales 2*
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A finales de 1980 Friedenstein y Owen plantearon que existia una célula
troncal presente en el tejido conjuntivo asociado a la médula ésea, capaz de
dar origen a diferentes tipos celulares, entre los que se incluia el tipo

osteogénico, ellos la designaron como célula troncal estromal. 3

Afios mas tarde Caplan y col. desarrollaron un protocolo que permitia cultivar
y trasplantar células mesenquimales de humanos adultos y obtener la

formacion de hueso.?

Gracias a diversos grupos de estudio, a este grupo celular se le han
asignado varios nombres como. Células de Estroma Medular, Unidades
Formadoras de Colonias Fibroblastoides, Precursores Estromales ¢ Células
Adultas Progenitoras Multipotentes o0 MAPC’s (Multi-Potent Adult Progenitor
Cells) 4

2.2 Caracteristicas bioldgicas y morfoldgicas

Se han observado, dentro de la Médula Osea (MO), unas células que no son
de linaje hematopoyético y que son capaces de diferenciarse en células
troncales mesenquimales (MSC) *?, capaces de diferenciarse hacia células
de origen mesodérmico como osteocitos, condrocitos y adipocitos. Diversos
estudios han asignado a este grupo celular diversos hombres como: Células
del Estroma Medular, Unidades Formadoras de Colonias Fibroblastoides,
Precursores Estromales ¢ Células Adultas Progenitoras Multipotentes o
MAPCs (Multi-Potent Adult Progenitor Cells).

En el afio 2006, la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) propuso

tres criterios para definir las células troncales mesenquimales:

- Estas células deben ser adherentes en cultivo.
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- Expresar los antigenos CD73, CD90 y CD105 en ausencia de
antigenos hematopoyéticos como CD34, CD45, marcadores de
monocitos, macrofagos y linfoctitos B.

- Las MSC deben ser capaces de diferenciarse in vitro en osteoblastos,

adipocitos y condrocitos bajo condiciones estandar de cultivo.

Ademas de lo propuesto, también se debe tener en cuenta dos aspectos
adicionales para clasificarlas como células troncales: que las MSC realicen
procesos de autorrenovacion, es decir; durante la division celular solo una de
las células hijas debe iniciar programas de diferenciacion celular y que sean
capaces de desarrollar plasticidad clonogénica o diferenciacion hacia tejidos

de diferentes capas embrionarias como ectodermo y endodermo.*

Morfologicamente, las células troncales mesenquimales se caracterizan por
presentar una morfologia espigada, en forma de huso, con la presencia de

un ndcleo alargado, central, que contiene de dos a tres nucléolos.

Fig. 9 Microfotografia de células troncales mesenquimales con tincién PAS

donde se observa una morfologia espigada y nicleos alargados *
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Desde los primeros estudios de Owen se observé que las colonias de
progenitores de células mesenquimales contenian distintos tipos de células,
describieron colonias que contenian células fibroblastoides, fusiformes, las
cuales formaban colonias compactas y colonias abiertas; otro tipo de células
a las cuales denominaron de tipo epitelial que eran mas pequefias, con
ndcleos mas intensamente tefidos y morfologicamente semejantes a células
epiteliales. Mas tarde Mets y Verdonk destacaron la presencia de dos tipos
celulares, uno denominado tipo I, en cual se podian observar células
pequefias y fusiformes, y el tipo I, las cuales eran células grandes,
aplanadas y que proliferaban mas lentamente. Recientemente los estudios
llevados a cabo por Prockop y su grupo de colaboradores, describieron tres
tipos de células en cultivos de células troncales mesenquimales. Llevaron a
cabo estudios con citometria de flujo y separaron tres subpoblaciones, una
de células pequefias, fusiformes y agranulares, a la cual denominaron RS-1;
otra de células pequefias y granulares denominada RS-2 y la ultima
conformada por células mas grandes y granulares a las que denominaron
como células mesenquimales maduras o mMSC. Estos autores postularon
que las células RS-1 corresponden a MSC progenitoras, con elevado indice
de proliferacién, que dan origen a las células RS-2 y estas Ultimas a las
mMSC.! En el grupo de la Doctora Eugenia Flores, realiz6 un estudio en
donde reportaron la presencia de dos tipos de morfologia en cultivos de
células troncales mesenquimales. Donde la mayoria de las células era de
morfologia fibroblastoide y una proporcion menor de células en el cultivo

presentaban un tamafio mayor y morfologia romboidal.°

En la década de los 90 ya se habia demostrado la presencia de MSC en gran
parte de los modelos humanos y animales, es ahi cuando se les denomina
como células troncales mesenquimales. Sin embargo, aun faltan estudios
mas detallados sobre su biologia. Hasta ahora no se ha identificado una

molécula que sea Unica de este tipo celular y que permita ver o distinguir, de
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manera totalmente selectiva a las MSC. Aunque existen antigenos que se
expresan de manera preferente por las células troncales mesenquimales,
para obtener y caracterizar éstas células se utiliza una bateria de anticuerpos

monoclonales y distintos tipos de tinciones.*

El doctor Hebertson y su grupo de colaboradores utilizaron la expresion de la
fosfatasa alcalina como marcador, este grupo separ6 dos poblaciones
(fosfatasa alcalina positiva y fosfatasa alcalina negativa) de células
estromales de la médula 6sea de rata. Al cultivar las dos poblaciones,
encontraron que la poblacién de células estromales que expresaban altos
niveles de fosfatasa alcalina contenia progenitores osteogenéticos, capaces
de formar hueso. Esta poblacion celular carecia de adipocitos y de células
adipociticas y se encontraba enriquecida en progenitores de osteoblastos.
Ellos observaron que las células troncales mesenquimales no expresan
fosfatasa alcalina, hasta que han adquirido el compromiso de diferenciacion

hacia el linaje osteoblastico.™

El primer anticuerpo generado que reconoce a células troncales
mesenquimales es el STRO-1 creado por Simmons y Torok-Storb. Este
anticuerpo reconoce a las células estromales de la médula 6sea como
adipocitos, células del masculo liso, fibroblastos estromales y algunas CFU-
F. Sin embargo, este anticuerpo también reconoce a células eritroides y no
es expresado en todas las MSC.

El grupo de colaboradores liderado por Caplan generé varias lineas celulares
de hibridomas a partir de ratones inmunizados con células mesenquimales
humanas expandidas in vitro. Sélo seleccionaron tres lineas celulares de
hibridoma denominadas SH2, SH3 Y SH4. Estas lineas secretaban
anticuerpos que reconocian antigenos en la superficie de las MSC, y no

reaccionaban con células hematopoyéticas. El anticuerpo SH2 reaccioné con
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células mesenquimales de la médula 6sea, pero no con células del periosteo
expandidas en cultivo. Ahora se conoce que el anticuerpo SH2 reconoce al
antigeno CD105-endoglina y los anticuerpos SH3 y SH4 al antigeno CD73.*

ISCT, propone la molécula CD73 o 5 ectonucleotidasa como un marcador de
linaje para las MSC, es una glicoproteina cuya funcion biolégica consiste en
hidrolizar nucleétidos extracelulares para permitir el ingreso de nucleosidos y
asi generar ATP y GTP como fuente de energia celular en células
diferenciadas. Sin embargo, se cree que el papel que juega CD73 en las
MSC se cree que esté relacionado con los mecanismos de adhesion celular
ya gue se ha encontrado co-expresada con moléculas tipo 42 integrinas, lo
qgue ha postulado a CD73 como un mediador de adhesion celular en las

células troncales mesenquimales.

El antigeno CD105, también conocido como endoglina, es una glicoproteina
que hace parte del complejo del receptor del Factor Transformante de
Crecimiento-B 6 TGF-a4 y se expresa en monocitos activados, macrofagos
activados, precursores eritroides, fibroblastos, células foliculares dendriticas,
melanocitos, células cardiacas, células endoteliales. También interviene en la
regulacion de distintos componentes de la matriz extracelular como
fibronectina y colageno razén por la cual se cree que esta relacionada con

procesos de angiogénesis y reparacion vascular.

Las MSC también expresan el antigeno CD90, una proteina que es parte de
las inmunoglobulinas, ain no se conoce su funcion en células troncales
mesenquimales. Un estudio muestra que si son sometidas a estrés celular
mecanico se diferencian hacia células similares a osteoblastos disminuyendo
notablemente la expresiéon de CD90, lo que podria demostrar que este
antigeno es un marcador de precursores mesenquimales tempranos que

pueden diferenciarse en osteoblastos.*
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Las células troncales mesenquimales también han sido caracterizadas con

anticuerpos ya conocidos y expresados con otros tipos celulares.*

Cuadro 3. Caracterizacién de las células troncales mesenquimales (MSC)*

Antigenos presentes en células Antigenos presentes en células

hematopoyéticas estromales
CDh7 - CD90 +
CD11b - AC133 +-
CD13 + HLA-DR -
CD14 - HLA-ABC +
CD31 - STRO-1 +-
CD38 - HOP-26 +
CD34 - SH2 +
CD43 - SH3 +
CD45 - SH4 +
CD56 -
CD68 -
CD71 +

Diversos trabajos concuerdan que las células troncales mesenquimales no
expresan los antigenos de células hematopoyéticas con: CD11b, CD14,
CD31, CD34, CD45, CD56, CD68 y CD133; siendo positivos Unicamente
para el marcador de las células hematopoyéticas CD90.*

Ademas de los antigenos propuestos por ISCT, otros autores proponen
moléculas como STRO-1, CD44 que contribuye en procesos de adhesién,
migracion y proliferacion de las MSC; y CD166 que interviene en la
hematopoyesis involucrando a las MSC, participando en el mantenimiento
del estado indiferenciado de las células hematopoyéticas y de las células

troncales mesenquimales.*
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Las MSC son positivas para diversos receptores de factores de crecimiento y
de matriz extracelular como los receptores de las interleucinas 1, 3, 4,6y 7,
el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (rPDGF), el
receptor del factor de crecimiento neuronal (rNGF), los receptores del factor
de crecimiento transformante beta | y Il (rTGFBI y Il), los receptores del
factor de necrosis tumoral | y Il (TNF | y TNF II), el receptor del interferén
gama (IFNy) y transferrina, asi como para las moléculas de adhesién, ICAM-
1, ICAM-2, VCAM-1, L-selectina, LFA-3, ALCAM, endoglina (CD105) y CD72.

También expresan una variedad de integrinas incluyendo a1, a2, a3,
a5, a6, av, B1, B3 y B4. Por otra parte estas células son negativas a las
siguientes reacciones citoquimicas: fosfatasa alcalina, fosfatasa acida y

sudan negro.’

Cuadro 4. Caracterizacion de las células troncales mesenquimales®*

Integrinas Moléculas de Receptores de
Adhesion interleucinas?
al + ICAM-1 + rik-1  +
a2 + ICAM-2 + riL-3  +
a3+ VCAM-1 +- riL-4  +-
a4 + L-selectina + riL-6  +
ad + LFA-3 + rPDGF +
a6 + ALCAM + INGF +
Aa + Endoglina + rTNFIyIl +
av + rIFNy  +
B1+
B3 +

Diversas moléculas de gran relevancia en la hematopoyesis son producidas
y secretadas por las células troncales mesenquimales. Estas moléculas

incluyen a componentes de la matriz extracelular como son las colagenas |,
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[, IV y VI, laminina, trombospondina, tenacita y fibronectina; asi como
citocinas (incluyendo IL-6, IL-11, el factor inhibitorio de leucemia (LIF), el
factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF), el factor de células
troncales (SCF), el ligando de FLT-3, la trombopoyetina (Tpo), el factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF), el factor de crecimiento de
fibroblastos 1 (FGF-1), la proteina quimioatractante de monocitos (MCP-1), el
factor de crecimiento de placenta (PIGF). Las MSC al ser estimuladas con
IL-1a, incrementan los niveles de produccion de IL-6, IL-11 Y LIF y producen
bajos niveles de G-CSF Y GM-CSF.*

Cuadro 5. Caracterizacion de las células troncales mesenquimales™*

Moléculas de matriz Secrecion de Secrecion de
extracelular citocinas citocinas al estimulo
con IL1-a, IL1-By TNF-
a
Colagena
LIV, VI + IL-6 + +
Laminina + IL-11 + IL-6 >
Trombospondina + LIF + IL-11 >
Tenacina + M-CSF + LIF >
Fibronectina + SCF + G-CSF <
Vimentina + FIt-3  + GM-CSF <
Tpo +
VEGF +
FGF-1 +
MCP-1 +
PIGF +
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2.2.1 Multipotencialidad de las Células Troncales

Mesenquimales

La multipotencialidad se define como, la capacidad de una célula para dar
origen a distintos tipos celulares dentro de un mismo tejido o capa
embrionaria. Una célula troncal hematopoyética es capaz de dar origen a
distintos tipos celulares sanguineos tan distintos entre si, morfolégica y
funcionalmente, por ejemplo, los linfocitos y eritrocitos pero que pertenecen

al mismo tejido, en este caso el hematopoyético.

Los trabajos de Friedenstein fueron los primeros en demostrar in vivo la
capacidad multipotencial de las MSC. Estos trabajos demostraron que las
células troncales mesenquimales cultivadas in vitro y trasplantadas en
ratones secundarios, eran capaces de producir fibroblastos y osteoblastos.
Los trabajos realizados por el grupo liderado por Owen demostraron, también
en modelos animales, la capacidad de las MSC para producir condrocitos y
tejido conjuntivo. Estos autores demostraron que la capacidad de originar
células osteoblasticas, cartilaginosas y fibroblasticas era Unica para las
células mesenquimales de médula ésea, ya que fibroblastos asilados de
bazo desarrollaban Unicamente tejido conjuntivo. El potencial de las MSC
humanas para producir células osteogénicas también ha sido demostrado

por Caplan y Kuznetsov.

Los estudios de Pittenger demostraron la capacidad in vitro de las MSC
humanas para diferenciarse en células adiposas, osteoblastos y condrocitos.
Estos experimentos, realizados a partir de colonias de CFU-F aisladas,
demostraron ademas, que la diferenciacion de estas células depende de su
ambiente, y que no todas las CFU-F tienen el mismo potencial de

diferenciacion.!
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Fig. 10 Mesengenesis %°

2.2.2 Plasticidad de las Células Troncales

Mesenquimales

La plasticidad celular se define como la capacidad de una célula para
diferenciarse en células maduras distintas a las de su tejido de origen; es la
flexibilidad de una célula para sobrepasar la barrera de linaje y adoptar

perfiles de expresion y fenotipos funcionales de células de otros tejidos.

Estudios recientes revelan que las células troncales mesenquimales pueden
diferenciarse no solamente en células del mesodermo, sino también pueden
adoptar un destino endodermal o ectodermal, lo que se ha designado

plasticidad celular.
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Gracias a los trabajos de Prockop y colaboradores, queddé demostrada la
capacidad de las MSC para diferenciarse in vivo en células de bazo,

cartilago, médula y hueso.

Sandhu (1996), realiz6 experimentos semejantes a los de Prockop,
encontrando que estas células, al injertar, reemplazan a una proporcion de
las células troncales mesenquimales del receptor en la médula 6sea, y que
posteriormente participan en las funciones biolégicas normales, sirviendo

como una fuente de células progenitoras de varios tejidos.

El grupo de Sanchez-Ramos en el afio 2000, demostraron que las células
estromales de médula 0sea adulta, tanto de humanos como ce ratones,
podian ser inducidas in vitro a diferenciarse en células neuronales. Prockop y
sus colaboradores encontraron que las células troncales mesenquimales
indiferenciadas expresan marcadores caracteristicos de células neuronales
como la proteina 1B asociada a microtubulo (MAP1B) y vimentina.
Recientemente, Oswald informé que las MSC pueden ser inducidas in vitro a
diferenciarse en células endoteliales maduras. Este grupo fue el primero en
utilizar células mesenquimales con un inmunofenotipo caracteristico de MSC
y no de progenitor de célula endotelial (CD34- CD133-) o de progenitor

mesodermal.

Estudios in vivo e in vitronque demuestran la plasticidad de las MSC son
apoyados por los resultados de los estudios de Tremain y Seshi que
demuestran, mediante la técnica de microarreglos de expreseion y de
microSAGE, que estas células expresan transcritos no solamente de las
lineas mesenquimales, como adipocitos, condrocitos, mioblastos,
osteoblastos, y de fibroblastos estromales, sino también, expresan transcritos

caracteristicos de linaje epitelial, neuronal y endotelial.
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Fig. 11 Diferenciacion in vitro de células troncales mesenquimales humanas
en diferentes linajes celulares como: osteoblastos (2), condroblastos (3) y

adipocitos (4). Cultivo indiferenciado (1) ’

2.3 Fuentes de obtencion

La principal fuente de células troncales mesenquimales es la médula ésea,
aunque diversos estudios sefalan la posibilidad de obtenerlas de fuentes
diferentes a este tejido.! aunque se han aislado de tejido adiposo, pancreas,
higado, masculo esquelético, dermis, membrana sinovial, hueso trabecular,

tejido pulmonar, pulpa dental y ligamento periodontal.*

También se han obtenido células con caracteristicas similares a las MSC de
médula 6sea a partir de las paredes de la vena de cordon umbilical. Estas
células tienen la capacidad de diferenciarse a células de linaje osteogénico,
adipogénico y condrogénico y expresan marcadores como CD13, CD29,
CD44, CD54, CD90, HLA-Clase | y a-SMA. La deteccion de MSC en las
paredes de la cena de corddon umbilical permite reforzar los estudios que
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sugieren que este tipo de células estda confinado a las paredes de los
sinusoides de la médula 6sea.

Cuadro 6. Comparacion fuentes de obtencion de células troncales

mesenquimales®

Sangre de
Parametro Médula 6sea Cordon Tejido adiposo
umbilical
Formacién de 4-5 dias 2-4 semanas 4-5 dias
monocapa
adherente

Capacidad de 71.4% 100% 78.8%
diferenciaciéon

osteogénica

Capacidad de 100% 100% 100%

diferenciaciéon

condrogénica
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Expresion

antigenos (%)

CD44 97.5+-5.1 99.7+-0.5 99.8+-0.2
CD73 90.0+-20.0 99.3+-1.3 99.6+-0.5
CD90 99.1+-2.5 97.8+-7.1 99.6+-0.2
CD105 88.1+-7.4 72.4+-20.0 90.4+-5.9
HLA | 95.2+-6.0 94.3+-6.8 98.8+-2.8

Aunque todavia no se cuenta con un protocolo estandarizado para llevar a
cabo la obtencion y purificacion de las células troncales mesenquimales de
algunas fuentes y su completa caracterizacion, sin duda se abra una gran

oportunidad de estudio para su aplicacién clinica.’

2.4 Métodos de obtencion

Desde los primeros estudios llevados a cabo por los doctores Friedenstein y
Owen, encontraron que la poblacion de células que se adheria al plastico en
cultivo era heterogénea, tanto en la morfologia como en capacidad de
diferenciacion. Estos autores y afios mas tarde Kuznetsov, demostraron que
no todas las unidades formadoras de colonias de fibroblastos o CFU-F tenian
el mismo potencial para dar origen a células de diversos linajes. Por lo tanto
se hizo necesario estandarizar las condiciones para cultivarlas y

diferenciarlas in vitro.

Friedenstein y equipo de colaboradores fueron los primeros en obtener
células adherentes de médula 6sea, las cuales incluian las células troncales
mesenquimales. La metodologia establecida por Friedenstein consistia en
cultivar células provenientes de médula O6sea de organismos adultos,
después de un lapso de tiempo retiraba todas las células en suspension y

cultivaba a las células adheridas a la caja de cultivo. Estas células eran
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heterogéneas, aunque, después de varias resiembras, predominaban células
que crecian en forma de fibroblastos, denominadas células clonogénicas
progenitoras de fibroblastos o unidades formadoras de colonias de

fibroblastos.

En la década de los afios 90, el grupo de colaboradores de Caplan lograron
obtener y diferencias MSC de humanos adultos. Su metodologia consistia en
obtener médula 6sea de aspirados de cresta iliaca de donadores sanos y
células de médula de la epifisis femoral. Las células se obtenian en la
fraccion de baja densidad de un gradiente de Percoll, ya que al utilizar este
método se obtiene una poblacion homogénea y pura de células troncales
mesenquimales. Después de tres dias de cultivo las células no adherentes
eran removidas y las células adherentes seguian siendo cultivadas in vitro.
La mayor parte de las células adheridas tenian morfologia fibroblastoide, con
pocas células poligonales, adipociticas o redondas. La frecuencia que
reportaron fue de 1 a 5 CFU-F por 100,000 células nucleadas de médula
O0sea que fueron sembradas. Las colonias se formaban entre los 14 y 21
dias; sin embargo, después de ese periodo se daba un crecimiento

exponencial y las células cubrian rapidamente el &rea de cultivo.

La obtencion de células troncales mesenquimales mediante gradientes de
densidad tiene la desventaja de que en las primeras resiembras se
encuentran tanto células endoteliales como macrofagos contaminando los
cultivos, por lo que estos son muy heterogéneos. Por esta razén se han
tratado de implantar nuevas metodologias que permitan obtener MSC mas

puras y homogéneas.

Los métodos de separacion celular empleados se basan tanto en algunas
caracteristicas fisicas de las células, como en su tamafio, asi como en las

caracteristicas inmunofenotipicas. En el caso especifico de las MSC, se
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utilizan anticuerpos dirigidos contra macrofagos, linfocitos, megacariocitos y
células endoteliales.*

2.5 Aplicaciones clinicas

Al dia de hoy las aplicaciones clinicas de la terapia celular se limitan a las
células madre adultas por lo que de forma fundamental nos enfocaremos a
este tipo de células.™

La gran capacidad multipotencial y la plasticidad de las células troncales
mesenquimales las hacen un blanco perfecto para su aplicacion clinica.
Segun la literatura el uso clinico, presente y futuro, abarca enfermedades del
sistema nervioso, esquelético, cardiaco y hematopoyético, entre otros.

Sin duda, el potencial mas prometedor del uso de las células troncales
mesenquimales es en aquellas enfermedades en las que hasta el momento
no existe una terapia curativa, como es el caso de la osteogénesis

imperfecta, el infarto al miocardio o la enfermedad de Parkinson entre otras.

Hasta el momento, el uso de estas células en la clinica ha probado no tener
riesgos para el individuo, no son capaces de producir teratomas e inhiben el
rechazo inmunoldgico al ser trasplantadas. Es por eso importante continuar
con el estudio de estas células para conocer su biologia, su capacidad de
diferenciacion y su papel en diversas enfermedades, asi como su aplicacion

en terapia celular y medicina regenerativa.t

Una de las principales aplicaciones de las células troncales mesenquimales
consiste en la reparaciéon de hueso, que ya ha sido demostrado in vivo en
ratas y perros con defectos craneo-faciales y defectos de huesos largos

mediante la administracibn directa de MSC, con matrices como
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hidroxiapatita/fosfato tricalcico mostrando resultados satisfactorios en hueso,

principalmente cuando la administracion de éstas células es in situ.

Defectos congénitos en el muasculo esquelético como distrofia muscular y
otras miopatias, pueden ser tedricamente restaurados con un trasplante de
MSC que mejoraria la estructura y funcion del musculo. Células troncales
mesenquimales obtenidas de la membrana sinovial han mostrado in vivo
potencial miogénico en un modelo de ratdon con distrofia muscular de

Duchenne.?

Otra alternativa importante en la terapia celular es utilizar células troncales
mesenquimales para promover la angiogénesis. Varios estudios han
demostrado la capacidad de estas células para recuperacion del flujo
sanguineo. Existen al menos dos mecanismos para explicar el papel de las
MSC en este proceso, en primer lugar existe evidencia experimental que
indica la generacion e incorporacion de células endoteliales derivadas de las
células troncales mesenquimales, a los capilares en formacion y por otra
parte las MSC también promueven la angiogénesis a través de la secrecion
de citocinas como VEGF-A, FGF-2, IL-6, PIGF y MCP-1.1

En el area de la endocrinologia, recientemente, los resultados positivos
obtenidos mediante el trasplante de islotes de pancreas en pacientes
diabéticos ha incrementado el interés por utilizar células capaces de producir
insulina. Mientras que el escaso numero de islotes y la imposibilidad de
expandir dichas células in vitro, impiden que el trasplante de islotes de
cadaver sea utilizable en un nimero importante de pacientes, la posibilidad
de utilizar células troncales con capacidad de diferenciarse en células
productoras de insulina se plantearia como una estrategia mucho mas
atractiva. Aunque hasta el momento no ha sido posible caracterizar la célula

madre pancreatica, distintos estudios sugieren el potencial de células
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obtenidas a partir de higado, conductos pancreaticos o islotes pancreéticos o
incluso células de médula ésea para producir células secretoras de

insulina.*®

En cuanto a padecimientos neuroldgicos, las células troncales tienen un
enorme potencial como células capaces de reconstruir las neuronas y
estructuras dafladas en enfermedades como la enfermedad de Parkinson,
esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad de Alzheimer, esclerosis en placas,
infartos cerebrales o las lesiones medulares por mencionar algunas. El
sistema nervioso central afiade una dificultad adicional a la terapia celular. Al
ser un 6rgano con una sofisticada organizacion estructural, las células
implantadas han de ser capaces no solo de injertarse, sino asimismo de
establecer nuevas conexiones sinapticas e integrarse con el resto del tejido

circundante.

Estudios in vitro e in vivo han demostrado que tanto las células troncales
embrionarias como las adultas (células troncales de médula ésea, células
troncales neurales) son capaces de diferenciarse a neuronas
dopaminérgicas. Sin embargo, no esta claro hasta que punto dichas células
son capaces de restablecer los circuitos neuronales destruidos en la EP y por

tanto eliminar los sintomas de la enfermedad.*®

Las lesiones medulares, principalmente secundarias a traumatismos, son una
de las causas mas frecuentes de patologia neurolégica en edades joévenes.
No existe un tratamiento curativo para esta enfermedad incapacitante, por lo
que la posibilidad de utilizar células troncales para restablecer las conexiones
axonales aparece como una estrategia especialmente atractiva. Las células
mesenquimales (o estromales) de la médula 6sea también han demostrado
su capacidad para favorecer el recrecimiento de los axones tal como se ha

demostrado en modelos animales.
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Por la gran incidencia y el elevado coste econémico y humano que generan,
los accidentes cerebrovasculares son uno de los objetivos més atractivos
para la terapia celular. Las evidencias recientes que indican la presencia de
un proceso de neurogénesis tras producirse una isquemia cerebral han
estimulado el interés por utilizar células troncales para suplementar la
regeneracion autdloga que se produce espontaneamente. El beneficio de la
terapia celular con células troncales podria deberse al aporte exdégeno de
células con capacidad de neurogénesis o de angiogénesis, o debido a la
modulacion del microambiente, estimulando la supervivencia y diferenciacion

de las células residentes en el tejido dafado.

Estudios realizados en animales sugieren que las células de médula ésea
son reclutadas a las zonas de infarto cerebral y que contribuyen a la mejoria
funcional cuando son inyectadas focalmente e incluso intravenosamente. La
inyeccion de células se asocia con la formacién de nuevos vasos, liberacion
de factores tréficos asi como con la expresion de marcadores neurales por

parte de las células implantadas.*

En cuanto a las enfermedades cardiovasculares, la posibilidad de utilizar
células troncales para regenerar el musculo cardiaco destruido ha abierto
enormes esperanzas para un numero muy importante de pacientes. Es
probablemente en este campo donde la experiencia clinica es mayor,
habiéndose publicado en la actualidad mas de 20 ensayos clinicos de terapia

celular en pacientes con infarto de miocardio.

Las células troncales mesenquimales (MSC) son capaces de diferenciarse a
tejidos mesodérmicos como osteoblastos, condrocitos, adipocitos o musculo
esquelético, pero a su vez, estudios recientes indican que las MSC son
capaces de diferenciarse tanto in vitro como in vivo a cardiomiocitos. In vitro,

el cultivo de MSC en presencia del agente desmetilante 5-azacitidina induce
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diferenciacion  hacia células con caracteristicas fenotipicas vy
electrofisiolégicas de musculo cardiaco. Utilizando modelos animales de IM,
varios grupos han demostrado que las células madre mesenquimales
inyectadas en la cicatriz miocardica no solo son capaces de injertarse, sino
que adquieren caracteristicas de cardiomiocitos y, lo que es més importante,

contribuyen a mejorar la funcién cardiaca.> **

Se ha planteado la posibilidad de realizar terapia celular en el area de la
oftalmologia para la renovacion de corneas. En dermatologia para la
renovacion de la epidermis tras sufrir grandes quemaduras. En fin, se abre
una gran perspectiva para tratar multiples patologias con el uso de las
células troncales mesenquimales como dafios hepaticos y enfermedades

renales.*®

Cabe mencionar que esto aun no se ha llevado a cabo en seres humanos, ya
que los estudios que se han realizado han sido Unicamente in vitro (cultivos)
e in vivo (la mayoria hechos en ratones). Aun falta mucho por conocer y

comprender para llevar a cabo este tipo de terapias en seres humanos.
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CAPITULO 3

APLICACION CLINICA EN ODONTOLOGIA

La odontologia clinica esta incursionando en una nueva era en donde el
enfoque terapéutico es el uso de terapia génica, terapia celular, ingenieria
tisular y la medicina regenerativa ampliando mdultiples posibilidades al
paciente. Una linea de investigacion fundamental en ingenieria tisular y

medicina regenerativa son las células madre o células troncales.**

3.1 Células troncales mesenquimales de origen dental

Las células troncales mesenquimales de origen dental poseen un potencial
de multidiferenciacion y por lo tanto pertenecen al grupo de células troncales
mesenquimales, teniendo la capacidad de formar células de caracter
osteo/odontogénico, adipogénico y neurogénico.'® El doctor Songtao Shi fue

el primer cientifico en lograr aislar las células de la pulpa dental.

Los estudios con células troncales enfocadas al area dental han reportado
gue estas células pueden formar estructuras que parecen complejos pulpa-
dentina y ligamento periodontal-cemento radicular respectivamente al ser

trasplantadas subcutaneamente en ratones inmunocomprometidos.

Estos y otros datos experimentales, resaltan el potencial de las células
troncales para lograr la regeneracion de tejidos dentarios humanos in vivo,
sin embargo, no se conocen las sefales necesarias para la diferenciacion a
un fenotipo celular especifico, por lo que la investigacion actual esta
encaminada a desentrafiar cuales son los mecanismos moleculares

involucrados en el transito de una poblacion celular progenitora con
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caracteristica de célula madre a una poblacién comprometida hacia un linaje
dental o célula diferenciada.®

Las células troncales mesenquimales de origen dental se localizan en:

- Pulpa dental de dientes permanentes como terceros molares y dientes
supernumerarios.

- Ligamento periodontal.

- Apice

- Pulpa dental de dientes primarios

- Papilas dentales

- Foliculo dental

Dental Stem Cells

YA

Dental Follicle
Dental Pulp

Stem Cells — == g
1 ™~ Stem Cells
Stem Celis from
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Stem Cells

Figura 12. Ubicacién de las células troncales dentales 22

Las caracteristicas que debe poseer el érgano dentario son: que esté libre de
caries, excelente salud periodontal, después de la extraccion del érgano
dentario se debe colocar inmediatamente en medio Dulbelcos Modified Eagle

Medium (DMEM) frio para garantizar el estado celular del tejido pulpar.®

En la siguiente tabla se detallan las caracteristicas in vitro e in vivo mas

importantes de las células troncales de origen dentario.®
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Tipo de Abreviatura Caracteristicas in vitro  Caracteristicas in

célula Vivo

Células SHED Multipotencialidad con Formacion de tejido
troncales capacidad: ectoépico:

de los - Dentinogénica - Tejido similar al

dientes - Adipo y neurogénica dentino-pulpar
deciduos - Condro y miogénica - Células similares a
Exfoliados -Osteinduccion*** odontoblastos

- No existe formacion
del complejo dentino-
pulpar****

-Formacion 6sea***
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Células SCAP Multipotencialidad con Formacion de tejido
troncales capacidad: ectopico:
de la papila - Dentonogénica - Complejo similar al
dental - Adipo y neurogénica dentino-pulpar
Condro y miogénica - Células similares a

odontoblastos

Células DFPC Multipotencialidad con Formacion de tejido
troncales capacidad: ectoépico:
del foliculo - Odontogénica - Tejido similar al
dental - Cementogénica ligamento periodontal
- Adipo y neurogénica - Formacién de matriz
- Condro y miogénica cementaria

*Una de las principales caracteristicas es la diferenciacion odontobléstica.
**Expresando determinados marcadores genéticos.

***En ratones, las SHED pueden reparar defectos de formacion dsea.
****A diferencia de las DPSC.

3.2 Localizacién de células troncales mesenquimales
3.2.1 Tejido Pulpar

Fueron las primeras células troncales que se aislaron. Por analogia con las
células troncales de la médula, se consideré que habia una comunidad de

células multipotenciales en el tejido pulpar de dientes permanentes.

La pulpa dental es un tejido conectivo de baja vascularidad rodeado por

dentina, conformado por una poblacion heterogénea de células como:
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periodontoblastos, fibroblastos, células estromales, células endoteliales y
perivasculares, células nerviosas, entre otras; estas células mantienen la
homeostasis de los diferentes tejidos dentinales mineralizados. La mayoria
de las células pulpares son postmitéticas; sin embargo, algunas de estas
células aun se dividen y forman capas de nuevas células pulpares con

habilidad de diferenciacién a odontoblastos y formacién de dentina.™

El origen y la localizacion exacta de estas células sigue siendo incierto. La
produccion de estas células es muy pequefia (1 por 100 de todas las células)
y segun aumenta la edad del individuo, la disponibilidad de estas células se
ve reducida. Se han estudiado sobre todo las células que provienen de
terceros molares y dientes supernumerarios. Es de suma relevancia que, Si
las células troncales son aisladas durante la formacion de la corona las
DPSC son mas proliferativas que si se aislan mas adelante. En uso
terapéutico ha de tenerse en cuenta su interaccion con biomateriales. Las
células troncales de la pulpa dental han demostrado que pueden resolver
varias cuestiones como: el acceso al lugar donde se encuentran estas
células es facil y de escasa morbilidad, su extraccién es altamente eficiente,
tienen una gran capacidad de diferenciacion, y su mostrada interaccion con

biomateriales las hace ideales para la regeneracion tisular.

Las SBP-DPSCs son otra subpoblacion de células troncales dentales
capaces de diferenciarse hacia osteoblastos, sintetizando chips de tejido
0seo tridimensionales in vitro que se pueden diferenciar en osteoblastos y en
endoteliocitos. Su asombrosa capacidad de diferenciacion les permite dar
lugar in vivo a hueso adulto con canales de Havers y la apropiada

vascularizacion.*®
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Figura 13. Complejo dentino-pulpar %°

Gronthos y colaboradores; caracterizaron estas células por medio de
marcadores especificos de MSC y observaron su capacidad de
autoregeneracion, diferenciacion a multiples linajes celulares y su capacidad
clonogénica; hallando DPSC capaces de formar dentina asociada con tejido
pulpar in vivo. Loara y colaboradores, por medio de la expresion de mRNA
de dentina sialofosfoproteina y metaloproteinasas de la matriz 20
confirmaron la diferenciacion de DPSC en odontoblastos al ser estimuladas

por proteinas morfogenéticas 6seas.**

3.2.2 Ligamento Periodontal

Diversos estudios afirman que el ligamento periodontal tiene poblaciones de
células que pueden diferenciarse tanto hacia cementoblastos como hacia

osteoblastos. La presencia de multiples tejidos en el periodonto sugiere que
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este contiene células troncales llamadas PDLSC (Periodontal Ligament Stem
Cells) que mantienen la homeostasis y la regeneracion del tejido periodontal.

Los andlisis in vivo con PDLSC realizados en ratones inmunocomprometidos,
sugirieron la participacion de éstas células en la regeneracién de hueso
alveolar al propiciar la formacion de una capa fina de tejido muy similar al
cemento que, ademas de contar entre sus componentes como fibras
colagenas, se asociaron intimamente al hueso alveolar préximo del

periodonto regenerado.

Figura 14. Periodonto de Insercion. Se observa cemento celular, cemento

acelular y ligamento periodontal. 2°

Las fibras colagenas generadas in vivo en humanos, fueron capaces de
unirse con la nueva estructura formada de cemento, imitando asi la union
fisiologica de las fibras de Sharpey.®

Estudios publicados por Shi y col. Muestran la expresion de marcadores de

MSC como STRO-1 Y CD46 en ligamento periodontal ademas de una
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diferenciacion de este tejido en odontoblastos, cementoblastos, adipocitos y

células productoras de colageno in vitro.*

3.2.3 Dientes temporales exfoliados

Se han aislado células de la pulpa remanente de los dientes deciduos
exfoliados, denominadas SHED. Los resultados revelaron que ésta, contenia
una poblacion de células troncales multipotenciales diferentes a las aisladas

anteriormente de la pulpa dental de dientes permanentes.

Conservadas las SHED se consideran una importante fuente de células
troncales de facil obtencion. Los dientes deciduos y los permanentes tienen
marcadas diferencias en cuanto a su funcion, proceso de desarrollo y
estructura celular y al comparar las SHED con las DPSC, se encontré una
mayor velocidad de proliferacién y una mayor capacidad de especializacion.
Un ejemplo revelador es de la existencia, hasta ahora desconocida, de
células epiteliales en la pulpa de estos dientes. Aisladas de manera exitosa,
se estudia la posibilidad de que jueguen un papel importante en la
composicién epitelial para reparacion o regeneracion del diente, ya que sus
caracteristicas morfolégicas se correspondian con el fenotipo de células

troncales epiteliales pudiendo llegar a expresar marcadores epiteliales.

Las células troncales SHED pueden estimular la nueva formacién de hueso
por lo que tienen posible aplicacién en regeneracién 6sea craneofacial.’® Asi
los dientes deciduos no solo favorecerian la guia eruptiva de los dientes
permanentes también pueden estar involucrados en la induccion Osea

durante la erupcién del diente permanente.*
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Fig. 15 Denticién primaria. El 6rgano dentario viable para obtencion de

células troncales no debe presentar caries. *°

3.2.4 Apice dental

Existe una zona muy rica en células entre la papila apical y la pulpa. Es
interesante destacar que, sin estimulacion neuroldgica, las SCAP se
muestran positivas para varios marcadores neurologicos, pero cuando se
someten a estimulacion neuroldgica, el nimero de marcadores aumenta

notablemente.

Parece que las SCAP son las precursoras de odontoblastos primarios,
responsables de la formacion de la dentina radicular, mientras que las
células troncales o madre de la pulpa dental (DPSC) son, probablemente, las
precursoras de los odontoblastos que forman la dentina de reparacion. Se
utilizaron SCAP para conseguir raices mediante ingenieria tisular utilizando
cerdos como modelo experimental y asi probar que son una fuente
prometedora para las futuras aplicaciones clinicas.’ La doctora Margarita
Zeicher de la Universidad del Sur de California las células troncales del apice

dental son las mas viables.
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3.2.5 Foliculo dental

El foliculo dental es un tejido ectomesenquimal que rodea el érgano del
esmalte y la papila del germen del diente permanente en formacion. Este
tejido contiene células troncales que son las que acabaran formando el
periodonto, constituido por cemento, ligamento hueso alveolar y encia. Las
DFPC han sido aisladas de los foliculos dentales de los terceros molares
impactados. Son semejantes al resto de las células troncales de origen
dental pero constituyen colonias clonogénicas en menor namero que los

demas tipos.

A. DFSC

{in early stage,
before tooth
eruption)

[/ A. Dental PO

Dental ¢+ epitheliak -
follicle  \:* like stem [C_PDL_SHC}
BFsq : g:l':EsD A Apical papilla
e (0. SCAP|

Tooth germ Primary teeth Permanent teeth
1 1 | 3
05 6 13 Age (yr)

Tooth development processes

Fig. 16 Diferentes sitios de localizacion de las células troncales

mesenquimales de origen dental **

In vitro, estds células muestran una morfologia tipica de fibroblastos.
Después de induccién, se ha mostrado diferenciacion osteogénica. In vivo se
ha identificado el antigeno STRO-1 en los foliculos dentales. El trasplante de
estas células genera una estructura constituida de tejido fibroso rigido. No se

ha observado ni dentina, ni cemento, ni formacién 6sea en el trasplante in
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vivo. Distintos autores han explicado la posibilidad de que sea debido al

reducido recuento celular de los cultivos.®

Recientemente el Doctor Shi, descubrio que en los restos de Malasses
abunda una considerable cantidad de células troncales que se mantienen en
los tejidos bucales. En Japdn se descubrid que en los dientes que sufren
algun traumatismo, los restos de Malasses aumentan por lo que se
consideran células troncales que regeneran cemento y el ligamento

periodontal.®’

3.1 Aplicaciones clinicas en odontologia

La ingenieria tisular basada en células troncales dentales tiene un futuro

prometedor dentro de las ciencias sanitarias.™

Se han descrito evidencias en las que las células troncales de tejido no
neural pueden ser capaces de diferenciarse en células neurales. Las células
troncales de la pulpa dental son capaces de producir factores neurotroéficos e

incluso rescatar motoneuronas después de una lesién de la médula espinal.®

Por tanto, podrian ser un recurso importante para reparar lesiones de tejidos
dentarios, inducir regeneracién 6sea y posiblemente tratar lesiones del tejido
nervioso e inclusive enfermedades degenerativas. Se requieren mas estudios
en cuanto a su importancia biolégica y su posible aplicacion en terapias

celulares.

Los implantes se han convertido en una de las terapéuticas mas frecuentes
en la presente década. El mayor problema de la técnica implantologica reside
en su falta de contorno natural y la relacién con el hueso alveolar: no tiene

ligamento periodontal. Este hecho ha sido suficiente para buscar otro tipo de
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alternativas y, asi, la regeneracion dentaria experimental ha sido probada en
la formacién ectdpica de tejidos parecidos a los dentarios en estructuras in

vivo dando excelentes resultados.

Las células troncales mesenquimales de origen dental pueden ser usadas
para promover la apicogénesis y apicoformacion. La repoblacion del apice
abierto, propio de los dientes inmaduros, con células troncales capaces de
ser dirigidas hacia una estirpe tisular concreta y que regeneren el tejido
natural podria suponer una nueva alternativa de tratamiento para los
pacientes que han sufrido un gran dafilo en un diente inmaduro. Una
combinacion de células troncales y los factores de crecimiento pueden
usarse en regeneracion tisular in vivo o in vitro. Estudios periodontales
sugieren que las células pueden proliferar y migrar desde el ligamento sano
adyacente hasta el area dafiada.™

De gran relevancia, es el uso que se les da a las células troncales dentales
en la reparacion de defectos 6seos debidos a una lesion, enfermedad y/o
desordenes congénitos.'* El 5 de julio del afio 2010 se realizé6 en México, el
primer trasplante de células troncales dentales por especialistas e
investigadores del hospital Juarez de México, la Universidad Autonoma de
San Luis Potosi y BioEden Inc. México (empresa dedicada a la preservacion
de células troncales dentales con sede en Austin, Texas) a un joven paciente
gue presentaba quistes en la zona mandibular y al cual le fue practicada una
reseccion parcial de mandibula. Se le trasplantaron células troncales las
cuales fueron generadas a partir de su tercer molar, El Cirujano Maxilofacial
Rodrigo Liceaga dijo que lo mas importante en esta cirugia es que las células
gue seran trasplantadas provienen del mismo organismo del paciente, lo cual
es un avance en la medicina regenerativa mexicana. *? El propésito de este

procedimiento es la regeneracion de tejido 6seo en la zona mandibular del
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paciente en tan sélo una tercera parte del tiempo que tardaria de manera

natural, de seis meses a alrededor de mes y medio.’

Después de realizar la extraccion de los 6rganos dentales 38 y 48, los
investigadores de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi, extrajeron su
pulpa, que contiene células troncales para asi comenzar los procedimientos
que las hicieran proliferar. Pero este tipo de células —que pueden dividirse y
transformarse en otras para producir 6rganos y tejidos, ademas de reparar el
sistema inmunolégico— tienen varios y particulares puntos de origen, de
hecho toda persona cuenta con ellas, pero mientras mas jovenes mejor,

dicen.

Sin embargo, el caso de las células troncales dentales es especial, segun los
cientificos mexicanos, puesto que su obtencidn no es invasiva, o dolorosa
como una aguja en la médula ésea, ademas de ser “relativamente barato” en

su reproduccion, conservacién e implantacion. >

La posibilidad de almacenar estas células, mediante la extraccion en la nifiez
de un 6rgano dental primario, por ejemplo, y utilizarlas en un futuro cuando
se pueda desarrollar algin padecimiento en la adultez, es igual para el
mismo donador como para sus padres, hermanos o hijos. “Los mismos hijos
pueden ser donadores de sus padres”, puntualiz6 Marc Saadia, director del
banco de células troncales dentales BioEden México. Sin embargo, recalco
que, son tecnologias que se podran usar de manera mas comun en al menos

cinco o diez afios mas.
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Un mes antes de la cirugia, se extrajo la muela del
juicio del paciente y fue enviada al laboratorio

\ | Las células madre fueron expandidas y multiplicadas

El dia de la cirugia los quistes fueron extraidos,
dejando el hueso maxilar totalmente destruido

Las células madre fueron colocadas en una matriz
de colagena

Las células madre fueron transplantadas a la cavidad
y lograran regenerar el hueso destruido

Fig. 17 Procedimiento del trasplante de células troncales en el Hospital

Juarez de la Ciudad de México 3*

Algunos investigadores de la Universidad del Sur de California se han
planteado la posibilidad de crear raices dentales para sustituir a los dientes
perdidos por piezas mas biocompatibles que los actuales implantes
metélicos. Han conseguido generar nuevas raices dentales en cerdos
gracias a células troncales procedentes de dientes de seres humanos. Seis
meses después de su implantacién los investigadores comprobaron que,
aunque el nuevo diente no era tan resistente como los naturales tenian la

suficiente calidad como para cumplir su funcién.*

Esta terapia seria la indicada en pacientes que no son candidatos a los

implantes convencionales ya sea porque no cuentan con suficiente tejido
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0seo para soportar el implante o aquellos pacientes que prefieran tejidos
vivos derivados de sus propios érganos dentarios.

También se ha propuesto la creacion de nuevas pulpas dentales para

depositarlas en un diente permanente con necrosis pulpar al que

previamente se le ha realizado un tratamiento de conductos.**
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CAPITULO 4
REALIDAD DE LAS CELULAS TRONCALES

Hasta este momento resulta muy atractivo el amplio campo de aplicaciones

clinicas de las células troncales mesenquimales en especial de origen dental.

Existe gran desinformacion al respecto, los bancos privados que preservan
células dentales han dado una publicidad exagerada de los innumerables
beneficios que nos darian éstas células. Ellos aseguran que estas células
son milagrosas, una esperanza de vida, que pueden curar muchas
enfermedades con sélo preservar un diente, ¢En realidad las células
troncales que se encuentran en los dientes tienen el potencial para curar
multiples patologias?, ¢ Duran toda la vida?, ¢ Pueden ser utilizadas por todos
los miembros de la familia desde los abuelos, padres y hermanos?, estas y
muchas preguntas son respondidas afirmativamente por ellos,

desgraciadamente la realidad es otra.

El uso de las células troncales mesenquimales es limitado aunque es verdad
que se pueden diferenciar en multiples tejidos. Aln no se cuenta con una
técnica estandar en la que las células que se encuentran en cultivos se
mantengan en estado de proliferacion ya que inmediatamente éstas pasan al
estado de diferenciacion. Estando en cultivo pueden formar grandes colonias
y producirse en niumero mayor, esto puede considerarse como una ventaja
pero aplicadas en seres humanos puede que no sea asi. El numero de
células troncales mesenquimales que se encuentran en un 6rgano dental son

minimas.
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Las células troncales mesenquimales in vitro son las que se han empleado
para llevar a cabo la mayoria de los estudios y los estudios que se han

realizado in vivo se practican principalmente en ratones.

Una ventaja importante es que no producen teratomas como las células
troncales embrionarias, aunque en cierta medida el hecho de que se
produzca un teratoma refleja que en realidad son células troncales o células

madre.

Cabe destacar que so6lo existe la posibilidad de curar diversas
enfermedades pero esto no quiere decir que sea funcional, ya que falta
mucha informacion al respecto y todo lo que dicen los bancos son promesas

gue no sabemos a ciencia cierta si se cumpliran.

Potential uses of
Stem cells
Traumatic brain injury X \
Blindness

Learning defects
o Deafness

Alzheimer's disease
Parkinson's disease

. r-Amyotrophic lateral-
sclerosis

Missing teeth 2
Wound healing

Bone marrow
transplantation
(curmrently established)

Myocardial
infarction

Muscular

dystrophy

Spinal cord injury Diabetes

Osteoarthritis

; N B Multiple sites:
FPheumatoid arthritis

Crohn's disease Cancers

Fig. 18 Lista de las enfermedades que prometen curar con células trocales>®
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Las células troncales mesenquimales de la pulpa ayudan a formar la dentina
de reparacién pero esto no significa que puedan llegar a formar un diente con
todas las caracteristicas bioldégicas que posee un diente natural, con la
adecuada resistencia que le devuelva la eficiencia masticatoria al paciente.

Lograr crear un diente es muy complicado.

Fig. 19 Diente creado en cultivo por el doctor Jeremy Mao en la Universidad

de Colombia, el cual sélo esta conformado por dentina®

Stem cells may
some day soon grow
a human tooth.

Fig. 20 ¢Algun dia se podra crear un diente con células troncales? Realidad

o Ficcion®
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Los usos que se proponen son en los tratamientos periodontales, no
extrayendo las células troncales sino trabajando con las que se encuentran

en los tejidos para que puedan multiplicarse.

Las células troncales mesenquimales de la médula 6sea son la alternativa
mas viable. Aunque el tratamiento es doloroso y generalmente se extrae la

médula 6sea del hueso ilion.*’

En cuanto a la pregunta ¢ Pueden ser utilizadas por todos los miembros de la
familia desde los abuelos, padres y hermanos? Las células troncales
mesenquimales de origen dental de un paciente pueden no ser compatibles
con el resto de la familia, un claro ejemplo: Cuando un paciente con
leucemia, se le va a realizar un trasplante de médula 6sea en muchas
ocasiones el donante no puede ser uno de los padres o hermanos porque

entre ellos no existe compatibilidad.

La vida maxima de las células troncales mesenquimales es de 20 o 30 afios,
sin embargo, puede que durante ese periodo se modifiquen sus propiedades.
Esto aln no se sabe, todo depende de la criopreservacion de las células.
Cabe recordar que al momento de congelar se pierden muchas células.
Muchos bancos de células madre dentales no estan certificados por lo que
se duda que las células troncales mantengan sus propiedades hasta que el

paciente las requiera.®’
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4. CONCLUSIONES

El estudio de las células troncales mesenquimales representa un area de la
biomedicina que ha tenido y tendra un crecimiento significativo, no solo por
su relevancia en la terapia celular sino para el estudio y el tratamiento de

diversas patologias.

Las células troncales mesenquimales son una importante alternativa al uso
clinico de las células troncales embrionarias ya que esto representa una
enorme controversia ética, ademas de que las células troncales embrionarias
pueden llevar a provocar teratomas y terocarcinomas debido a que son

células pluripotenciales.

A pesar de tener en la actualidad una idea de lo que son las células troncales
mesenquimales, todavia queda mucha informacion faltante en la biologia de
estas células, por lo que serd muy importante que en los proximos afios
surjan trabajos que aclaren estos aspectos, por ejemplo, su funcionalidad
puede variar dependiendo de la interaccion directa con otras células o de la
liberacién de factores solubles especificos de cada microambiente; por eso
es importante no generalizar su uso terapéutico ya que se debe considerar
las variaciones observadas segun la fuente de obtencion, el nimero de

células utilizadas y el microambiente donde se desean utilizar.

En el area odontologica, las aplicaciones clinicas que se prometen con la
preservacion de un diente todavia no se pueden comprobar debido a que la
cantidad de células que se encuentran en los 6rganos dentales son
insuficientes para llevar a cabo tratamientos. Existe mucha desinformacion al
respecto, generada por los bancos que preservan estas células, ellos
tergiversan la informacion que obtienen de mdltiples publicaciones

cientificas; haciendo creer al publico que guardando un diente temporal, se
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pueden curar multiples enfermedades que puede presentar el nifio mas
adelante. En el caso de la cirugia que se llevé a cabo en México adn falta ver
si existe una publicacion cientifica referente a ello y lo mas importante los

resultados que se obtuvieron.

10 afios 0 mas, es el tiempo que se estima para poder utilizar las células
troncales mesenquimales en seres humanos. Aun falta mucho por conocer y
comprender. Sin embargo, la terapia celular esta considerada la medicina del
futuro y no dudo que se logren grandes avances, siempre y cuando sea con
evidencia cientifica y no con publicidad.

En la fase inicial del desenvolvimiento cientifico, en la formulacién de

hipétesis, el investigador se guia por la imaginacion lo mismo que el artista.

Solamente después, cuando surge la prueba critica de la experimentacion, la
ciencia se separa del arte y sigue una via distinta.

Francois Jacob

Noviembre, 1997
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