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RESUMEN

Las    c6lulas   troncales    mesenquimales    y    progenitoras    residentes    en    el

ligamento     periodontal     humano    constit:uyen    una     poblaci6n    de    c6lulas

troncales    adultas    con    caracteristicas    similares    a    las    c6Iulas    troncales

mesenquimales  de  la  medula  6sea  que son  capaces de diferenciarse a  varios

lina].es.  Considerando  su  importante  papel  en  la  regeneraci6n  periodontal,  es

de   suma   importancia    la   identificaci6n   de   los   factores   que   controlan   su

proliferaci6n   y   diferenciaci6n.   Sonic   hedgehog   (Shh)   corresponde   a   una

protefna  que  pertenece  a  la  familia  de  protefnas  Hedgehog  (Hh)  y juega  un

papel  clave  durante  la  embriog6nesis,  organog€nesis  y  la   homeostasis  de

algunos   tejidos.   Adicionalmente   a   las   funciones   antes   mencionadas,   Ia

sefializaci6n  mediada  por Shh juega  un  papel  primordial  en  la  odontog6nesis

tempranana.      Estudios     recientes     han      identificado     la     expresi6n     de

componentes  de  la  via  de  sefializaci6n  de  Shh  en  la  vaina  epitelial  radicular

de   Hertwig   y   el   mes6nquima   dental   proliferat:ivo   durante   la   formaci6n

radicular.   Sin  embargo,  el  papel  que  I-uega  la  via  de  Shh  en  el  Iigamento

periodontal      humano     adulto     es,      hasta      el      momento,     desconocido.

Considerando  la  funci6n  de  Shh  sobre  la  proliferaci6n  de  c6lulas  troncales  y

progenitoras  en  diversos tejidos,  el  prop6sito  de  esta  tesis  fue  el  analizar  la

posible    funci6n    de    esta    via    de    sefializaci6n    sobre    la    proliferaci6n    y

diferenciaci6n  hacia  el  lina].e  6seo  de  las  c6Iulas  troncales  y  progenitores  del
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ligamento  periodontal  humano  adulto.    En  este  trabajo,  se  logr6  demostrar,

por     primera     vez,     que     Shh     actda     como     mit6geno     sobre     c€Iulas

troncales/progenitoras      mesenquimaticas      presentes     en      el      ligamento

periodontal  humano  e influye en su  diferenciaci6n  hacia  el  linaje 6seo.
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ABSTRACT

Human  Periodontal  Ligament  Stem  Cells  (HPLSC)  constit:ute  a  mesenchymal

stem  cell  population that persists  in adults,  exhibits features of bone  marrow

derived  cells  and  is  able  t:o  differentiate  to  many  cell  lineages.    Considering

their  role   in   periodontal   regeneration,   it   is  critically   important  to   identify

factors  that  control  their  differentiat:ion  and   proliferation.   Sonic  hedgehog

(Shh)  is  a  member  of  the  mammalian  Hedgehog  (Hh)  family  that  plays  a

key   role   during   embryogenesis,   organogenesis,   early   odontogenesis   and

adult  tissue  homeostasis.  The  role  played  by  Shh/GLI  signalling  in  human

periodontal   ligament   (HPL)   growth   is   so   far   unknown.   However,   recent

studies   have   identified   the   expression   of   SHH/G£J   components   in   the

Hertwig's   epithelial   rooth  sheat  and  the  proliferative  dental   mesenchyme

during    root    development.    Considering    that    Shh    influences    stem    cell

behaviour in  several  tissues  here,  we  have  explored  the  putative  role  played

by  Shh  in   HPLSC   proliferation   and   bone  differentiation.  Thus,  for  the  first

time   we   propose   t:hat   Shh   plays   a   critical   role   in   the   regulation   of  cell

proliferation   in   STRO-1(+)/HPLSC   and   the   differentiation   to   osteoblastic

lineage.
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Nomenclatura

Los  genes  humanos  fueron  escritos  en  let:ras  maydsculas  con  el  formato  de

letra italica.  Los genes de otras  especies fueron escritos en  letras  mindsculas

el formato  de letra  italica.
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1. INTRODUCCION

1.1. Ligamento Periodonta[ Humane

El  periodonto  es  un  t€rmino  general  que  se  usa  para  describir  a  los  tejidos

que   se   encargan   de   dar   soporte   a   los   dientes.   En   estos   tejidos,   se

evidencian  varios  tipos  de  c6lulas  y  matrices  extracelulares  que  estan  en

interacci6n      permanente      y      proveen      soporte      continuo,      inserci6n,

propiocepci6n y  protecci6n fisica  para  los dientes en  condiciones fisiol6gicas,

Io  que  permite    minimizar el  dafio  tisular como  consecuencia  de  traumas  o

patologfas      infecciosas.      Los     tejidos     que     conforman      el      periodonto

corresponden   a   cemento   radicular,   hueso   alveolar,   encfa   y   ligamento

per.iodontal (Cho y Garant, 2000,.  Nanci y col., 2008; F-ig.1).

El  ligamento  periodontal  es  un  tejido conectivo  que se  desarrolla  a  partir de

c6lulas   ectomesenquimales   del   foliculo   dental   y   esta   situado   entre   el

cement:o  que  cubre  las  raices  de  los  dientes  y  el  hueso  alveolar.  Tiene  un

espesor     promedio      de      0.21      mm,      grosor     que     va      disminuyendo

progresivamente    con    la    edad    rIvanc/.    y    co/.,    2008J.     Es    un    tejido

indispensable  en  el  soporte  de  los  dientes  y  contribuye  a  la  homeostasis  y

reparaci6n   de   los   tejidos   del   periodonto   una   vez   que   est:os   han   sido

lesionados.  Este tejido conectivo esta  particularmente adaptado a su funci6n

principal,  Ia cual es soportar a  los dientes en sus alv6olos y al  mismo tiempo

permitir que estos resistan  las fuerzas de masticaci6n. Tiene la  capacidad  de

actuar      como      un      receptor      sensorial      permitiendo      un      adecuado

posicionamiento  de  los  maxilares  (Beersfen  y co/.,  Z997,`  „cCu//och,  J997,.



Berkovitz y col.,  1998;  Nanci y  Bosshardt, 2006).

Similar a  otros  tejidos  conectivos,  el  Iigamento  periodontal  esta  conformado

por  c6lulas  y  una  matriz  extracelular  que  incluye  proteinas  colagenas  y  no

col5genas.   Las   c6lulas   encontradas   en   este   tejido   son:   fibroblastos,   los

restos  epiteliales  de   Malassez,   monocitos  y   macr6fagos,   cementoblastos,

c6Iulas     endoteliales,      osteoblastos,     osteoclastos     y     c€Iulas     troncales

mesenqu.imales,  (Berkovitz  y  col.,  1998;  Nanci  y  Bosshardt,  2006,  Nanci  y

col., 2008)

Figura  1.  Distribucj6n  de  los tejidos  que  componen  los  dientesE    Diagramas
ilustrativos de  la  composici6n  de  los dientes.  Se  indican  los tejidos que  componen  la
corona  y  los tejidos  periodontales.  Modificado de  Nancy y col,,  2008

1.1.1.  Fibroblastos=  Las  c6Iulas  principales  del  ligamento  periodontal  son

los  fibroblastos  y  tienen   la   propiedad  de   recambiar  la   matriz  extracelular

con  una  alta  tasa  de  ocurrencia,  en  particular el  colageno.  Estas  c6lulas  son
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Ias    responsables    de    mantener    el    espacio    del    ligamento    periodontal

previniendo  que  el  hueso  alveolar y  el  cemento  lo  ocupen.  Son  c6Iulas  con

grandes  citoplasmas  que  contienen  abundantes  organelos  asociados  con  la

sfntesis    y    secreci6n    de    protefnas,    asi    como    un    citoesqueleto    bien

desarrollado.   Se   sabe   que   en   el   Iigamento   periodontal   hay   poblaciones

heterog6neas   de   fibroblastos,    una   subpoblaci6n   de   estas   c€Iulas   tiene

similitud  con  osteoblastos,    expresa  fosfatasa  alcalina  y  tiene  la  capacidad

de   diferenciarse   a   osteoblastos   y   cementoblastos.   (rvancr.   y   Boschard£,

2006;  Nanci y col., 2008)

1.1.2.  C6Iulas  Epiteliales=  Durante  la  odontog6nesis  ocurren  una  serie  de

interacciones  entre  el  epitelio  oral  primitivo  y  las  c6Iulas  de  la  cresta  neural

que  migran  y  se  localizan  deba].o  del  epitelio  oral  para  luego  diferenciarse

en  c6Iulas que formaran  los tej.idos dentales.  En  este  proceso  inicialmente el

epitelio   secreta   factores   de   crecimiento   que   emiten   sefiales   hacia    el

ectomesenquima  subyacente y  hace que se  expresen  genes de  una  manera

altamente  coordinada  y  especifica  que  establecen   la   morfog€nesis  dental

(Thes/eff, ZOOS).  La  formaci6n  de  la  corona  dental  continua   a trav6s de una

serie  de  etapas  denominadas  yema  o  boto'n,  copa  y  campana  en  la  que

finalmente    ocurre    la    histodiferenciaci6n    que    lleva    a    la    formaci6n    del

esmalte,  Ia  dentina  y  la  pulpa.  Cuando  la  formaci6n  de  la  corona  finaliza,  el

epitelio  dental  externo  y  el  epitelio  dental  interno  que  inicialmente  dieron

origen  al  esmalte  dental    forman  una  estructura  que  recibe  el  nombre  de

vaina epitelial radicular de Hertwig  (Thesleff y Tummers, 2009). Se cree que

las  c6Iulas  de  esta  estructura  envfan  sefiales  inductivas  a  las  c6Iulas  de  la
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pulpa    reci6n    formada    para    que    a    nivel    radicular,    se    diferencien    a

odontoblastos  y  formen  la  dentina.  Acto    seguido,  envfan  sefiales  para  que

se  forme  el   cemento  en   la  superficie   radicular.   Los  eventos   moleculares

involucrados en  la formaci6n  del cement:o adn se desconocen  (A/.nc6n y co/„

2006,.  Foster y co/„  2007J.  A  medida  que  ocurre  la  morfog€nesis  radicular

restos  epiteliales  de  la  vaina  radicular  de  Hertwig  quedan  atrapados  en  el

ligamento    periodontal    en    formaci6n.    Estas    c6lulas    epiteliales    que    se

encuentran  dentro  del  Iigamento  periodontal  corresponden  a  remanentes  de

c€Iulas   del   desarrollo   (B/.mer-Becfor  y  co/.,   2007J   y  se   conocen   con   el

nombre  de  Resfos  apj.re/t.a/es  de  „a/assez.  Se  ubican  dentro  del  ligamento

periodontal   cercanas al  cemento  como  un  grupo  de c6lulas que forman  una

red  epitelial.  La  funci6n  de  estas  c6lulas  se  desconoce  ya  que  hasta  hace

poco   se   crefa   que   estas   c6lulas   permanecfan    quiescentes   dentro   del

ligamento  periodontal y unas  pocas evidencias experimentales sugerfan  que

podrfan   estar  involucradas  en   la   reparaci6n  y/o   regeneraci6n   periodontal

frvanct.  y  Boschard£,  2006j,   Se   ha   sugerido   que  juegan   un   papel   en   el

mantenimiento    del    espacio    del    ligamento    periodontal    y    quizas    estan

asociadas  con   la  formaci6n  y  reparaci6n  del  cemento  /yamanaka  y  co/.,

2000;   Simonishi  y  col.,  2005;   Mouri  y  col.,  2003)  R!ectieritemerite  se  ha

reportado    que    estas    c6lulas    pueden    proliferar    bajo    estfmulos    y    en

condiciones determinadas como  el  movimiento dental  que se genera  con  las

fuerzas  ortod6nticas  y  en  condiciones  patol6gicas  durante  la  formaci6n  de

queratoquistes  odontog6nicos     f7a//.c  y  co/.,  ZOOS,.   Rt.nc6n  y  co/.,   2006;

Grachtchouk y col., 2007;  Nishio y col., 2010).
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1,1.3[ C6Iu]as Troncales  mesenquimales

La   posibilidad  de  que  puedan  existir  c6lulas  progenitoras  en  el  ligamento

periodontal  adulto  ha  sido  reconocida  desde  hace  varios  afros.  La  presencia

de  mdltiples  tipos  celulares  en  este  tejido  adulto    sugiere  que  estas  c6Iulas

comparten  un  ancestro  comtin  y  que  corresponde  a  una  fuente  renovable

para  la  home6stasis fisiol6gica y cicatrizaci6n  del  periodonto ante traumas o

pahologiias   (Mcculloch,   1985;   Nanci   y   col.,   2008;   Mrozik  y   col.,   2010).

Recientemente,   c6Iulas   con   caracterfsticas   de   troncales   o   progenitoras

mesenquimales  han  sido  aisladas  del  ligamento  periodontal  humano  adulto

(Seo y col., 2004;  Nanci y Bosshardt, 2006;  Bartold y col., 2006;  Seo y col.,

2004  y  2005;  Jo  y  col.  2007;  Nagamoto  y  col.,  2006;  Chen  y  col.,  2006;

Trubiani  y  col.,  2005;   Huang  y  col.,  2009;   Lindross  y  col.,  2008).  Eskas

c6Iulas   est:an    ubicadas   en    nichos   cercanos   a    los   vasos   sangufneos   y

muestran   caracteristicas   morfol6gicas   similares   a    las   de   otras   c6Iulas

troncales  mesenquimales  adultas  como  las  de  la  m6dula  6sea  humana  que

tienen  capacidad  de  auto  renovarse y diferenciarse a  varios  lina].es celulares

(Lin   y   col.,   2009;   Mrozik  y   col.,   2010;     Volponi   y   col.,   2010).     Var.ios

marcadores     han     sido     utilizados     para     identificar     c6lulas     troncales

mesenquimales.  Entre  estos  esta  el  antfgeno  STRO-1  que  es  una  protefna

de   membrana   expresada   por   las   c6lulas   troncales   mesenquimales   de   la

m6dula  6sea  humana  con  alta  capacidad  clonog6nica  y  de  auto  renovaci6n.

Adicionalmente   otros   marcadores   utiljzados  son   la   mol€cula   de   adhesi6n

celular vascular  1  (VCAM-1)  y  la  mol6cula  de  adhesi6n  celular  CD146.  Ante

la  dificultad  de    identificar  un  marcador  dnico  para  verificar  la  poblaci6n  de
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c€Iulas troncales,  el  uso  de  varias  combinaciones  de  estos  marcadores y su

potencial  de  diferenciaci6n  ha  permitido  identificar  eficientemente  este  tipo

de  pobladiones    cefulares  (Seo  y  col.,  2004;  Lin  y  col.,  2008;  Schipani  y

Kronenberg,   2009,`   Xu  y  co/.,   2009J.   Estas   c€lulas   se   caracterizan   por

generar  clones  adherent:es  al   sustrato  con   morfologfa  fibroblastoide,   son

capaces     de     diferenciarse     a     adipocitos,     osteoblastos,     condrocitos     y

cementoblastos   /.n   v/.fro.   Adem5s   se   ha   demostrado   su   capacidad   de

producir  cemento  y  ligamento  periodontal  en  experimentos  /.n  v/.vo  (Seo  y

co/„    2004,    Feng    y    co/,,    20JO).    Adicionalmente    a    su    potencial    de

diferenciaci6n,     existen     evidencias    de     que     pueden     participar    en     la

cicatrizaci6n  de defectos periodontales humanos   (Feng y co/., 20JO).

La  identificaci6n  de  c€lulas  troncales  en  el  ligamento  periodontal  ha  abierto

posibilidades   importantes   para   la   aplicaci6n   de   terapias   celulares   en   la

reconstrucci6n  del  periodonto.  La  regeneraci6n  periodontal  se  puede  definir

como  la  completa  restauraci6n  de  los  tejidos  que  perdieron  su  arquitectura

original y funci6n  por traumas o  patologfas como  la  enfermedad  periodontal

caracterizada  por una  p6rdida  irreversible  del  periodonto  causando secuelas

que comprometen funcional y est6ticamente a  la dentici6n.  El  uso de c6lulas

troncales  constituye  una  nueva  alternativa  terap6utica  para  la  regeneraci6n

periodontal    en     la    que    esencialmente    ocurre    una    recapitulaci6n    del

desarrollo  incluyendo  morfog6nesis,  citodiferenciaci6n,  producci6n  de  matriz

extracelular  y  mineralizaci6n     (Mroz/.k  y  co/.,  20JOJ.   Por  lo  tanto,   en   un

evento  de  injuria  al  periodonto,  Ias c6lulas troncales  mesenquimales  pueden

ser   activadas    hacia    la    diferenciaci6n    terminal    y    reparaci6n    tisular   o

regeneraci6n.     Claramente  para  el  desarrollo  de  terapias  clfnicas  exitosas
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destinadas   a   la   regeneraci6n   del   periodonto   es   necesario   conocer   las

caracteristicas de  estas c6Iulas   y saber que  biomol6culas  modulan  tanto  su

proliferaci6n  como su  diferenciaci6n rBarfo/cJ y co/., 2006,' Seo y co/,  2004 y

2005;  Jo  y  col.,  2007;  Liu  y  col.,  2008;  Xu  y  col.,  2009;  Lin  y  col,  2010;

Feng y col.,  2010).

1.2. Sonic Hedgehog

Las   protefnas   hedgehog   (Hh)   son   lipoprotefnas   secretadas   que   cumplen

variadas  funciones  durante  el  desarrollo  y  la  homeostasis  celular   tanto  en

invertebrados  como  en  vertebrados.    Hedgehog  (Hh)  fue  descubierto  hace

cast  30  afios  por  Christiane  Ntlsslein  Volhard  y  Eric  Wieschaus  inicialmente

como   un   gen   que   controla   la   polaridad   de   los   segmentos   en   Orosof/./a

melanogaster  (Ntisslein-Volhard  y  Wieschaus,  1980).    I;a  Cam.itiia  de  genes

de   Hedgehog   (HH)   codifica   una   clase      de   protefnas   que   actdan   como

mol€culas  de  seFializaci6n  intracelular  responsables  de  controlar  un  amplio

rango   de   actividades  durante   el   desarrollo,   influenciando   el   crecimiento,

establecimiento  de  patrones,  morfog6nesis  y  homeostasis  promoviendo  la

proliferaci6n   de   diversas   c6lulas   troncales/progenitoras   en   te].idos   como

sistema  nervioso,  hematopoy6tico,  piel,  coclear,  gastrointestinal,  hepatico,

pancreatico  y  mamario.   Hh  participa  en  el  mantenimiento  del  ndmero  de

progenitores   que   contribuyen   a   la   homeostasis   tisular   asf   como   en   la

regeneraci6n  y  reparaci6n  posterior  a   injurias     (Karf}adkar  y  co/,,  2004,

Palma  y  col.,  2004;  Stamataki  y  col.,  2005;  Fendrich  y  col.,  2008;    King  y

col.,  2008;  Jiang  y  Hui,  2008;  Mimeault y    Batra,  2010).  Por  otro lado,  la

activaci6n    constitutiva   de   la   via   de   sefializaci6n    Hh   sobre   las   c6Iulas
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troncales  y/o  progenitoras  de  los  tejjdos  adultos  ha  sido  propuesta  como

una     de     las     causas     potenciales     para     su     transformaci6n     maligna,

contribuyendo   a   la   iniciaci6n   y   progresi6n   de   diferentes  tipos   de   cancer

incluidos  los carcinomas  baso  celulares  de  piel,  cancer de  pr6stata,  pulm6n,

cancer  de  mama,  gliomas  y  meduloblastoma   (Grachfchouk  y  co/„  ZOOS;

S6nchez y col.,  2004;   Palma y col., 2005;  Mukherjee y col.,  2006;  Clement

y  col.,  2007;    Stecca  y  Ruiz  i  Altaba,  2009;  King  y  col.,  2008;  Mas y  Ruiz  i

Altaba,  2010;  Mimeault y   Batra,  2010).  Un  n&mero var.iado  de hom6logos

de  Hh  se  han  encontrado  en  los  vertebrados.  En  el  rat6n  y  en  el  humano

tres    miembros    han    sido    identificados:    Sonic    Hedgehog    (Shh),    Indian

Hedgehog  (Ihh)  y  Desert  Hedgehog  (Dhh),  que  tambi6n  proveen  mdltiples

funciones durante el desarrollo.

EI  ligando  Shh  es  sintetizado  como  un  precursor  de  462  aminoacidos  (aa)

de  aproximadamente  45Kda.   Esta   protefna   contiene   un   p6ptido  sefial  de

23aa,     un     dominio     de     sefializaci6n     de     174aa     y     un     dominio     de

autoprocesamiento   de   265aa   que   posee   actividades   autoproteolftica   y

colesterol   transferasa.    Durante   la    modificaci6n    post-traduccional   de    la

preprotefna  en el  retfculo endoplasmico,  el  precursor de Shh sufre un  cliva].e

autocat:alftico   cat:alizado    por   su   dominio   C-terminal,    dando   lugar   a    un

producto     N-terminal     activo     de     19KDa,     que     representa     la     forma

biol6gicamente    activa    de    Shh,    y    un    producto    C-terminal    sin    funci6n

conocida    hasta   el    momento.    Durante   esta    reacci6n    una    mol€cula    de

colesterol  es  afiadida  al  residuo  C-terminal  de  la  protefna  activa  y  en  su

extremo  N-terminal  sufre  una  palmitoilaci6n.  Estas  modificaciones  lipfdicas

promueven su  inmovilizaci6n  por caveolina  en  la  membrana  plasmatica y los
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microdominios  ljpidicos  (en  ingl6s,  raft:s)  ricos  en  colesterol,  incrementando

su   concentraci6n   local   y   la   eficiencia   de   su   transducci6n   de   sefiales,

Finalmente  Shh  es  secretada  de  las  c6Iulas  al  compartimento  extracelular

para   mediar   sus   efectos   biol6gicos   en   las   c6lulas   que   son   capaces   de

respor\der  a  esta  protofina  (Sharpe  y  Coboune,  2005;   Robbins  y  Hebrok,

2007;   Jiang  y   Hui,  2008;   Mas  y   Ruiz  y  Altaba   2010,   Mimeault  y   Batra,

20JO),   EI  Iigando  secretado  puede  actuar  de  forma  autocrina  o  paracrina

bajo  la  for`ma .de  mon6mero  u  olig6mero  en  las c6lulas que  lo  producen  o  en

las  c6lulas  que  responden  en  sitios  cercanos  o  a  distancia.  La  formaci6n  de

grandes  olig6meros  puede  permitir  la  liberaci6n  en  el  espacio  extracelular y

transporte  via   lipoprotefnas  a   largas  distancias   para   su   acci6n   paracrina

(W/.meau/i y   Bafra, 20ZOJ.   Una vez sintetizada y modificada  la  protefna,   Ia

recepci6n  de  la  serial  de  Shh  en  la  membrana  celular  esta  mediada  por  la

interacci6n  fisica  con  el  receptor  Patched-1  (Ptc-1),  que  corresponde  a  un

receptor t:ransmembrana  de  12  dominios.  En  ausencia  de  ligando  Hh,  Ptc-1

inhibe  la  via,  a trav6s de su  uni6n  a  un  co-receptor acoplado a  una  protefna

G  Ilamada  Smoothened  (Smo)  cuya  acci6n  es  esencial  para  la  transducci6n

de  la  via.  La  uni6n  de  Shh  a  Ptc-1  favorece  la  activaci6n  de Smo  al  Iiberarse

de  la  acci6n  inhibitoria  de  Ptc-1,  la  que  es  absolutamente  necesaria  para  la

transducci6n de  la  seF{al  que es  mediada  por los factores de transcripci6n  Gli

(Glil,  Gli2  y  Gli3)  en  vertebrados.  Este  complejo  de  interacci6n  celular  da

como    resultado   final    sefiales    de    proliferaci6n    celular,    djferenciaci6n    o

supervivencia,  dependiendo  del  balance  general  de  la  acci6n  activadora  o

represora  de  los Factores  Gl.i  (Sharpe,  P.  y  Cobourne,    2005,  Jiang  y  Hui,

2008,  Was  y  Ru/.z  /. A/faba,  20JOJ.   Las  tres  protefnas  Gli  son  factores  de
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transcripci6n  del  tipo  dedos  de  zinc  de  1000  aminoacidos  las  que  codifican

tanto  actividades  represoras  como  activadoras.  En  ranas,  peces,  ratones  y

humanos,  Glil  es  un  potente  activador transcripcional,  Gli2  tiene  funciones

activadoras  y  represoras  y  Gli  3  es  fundamentalmente  un  represor  /Pan  y

co/.,   2006),       En   ausencia   de   Hh,   Glil   es   t:ranscripcionalmente   silente,

mientras   que   Gli2   y   Gli3   pueden   ser   expresados   como   represores.   En

presencia  de  los  ligandos de  Hh  ocurre  la  activaci6n  de Smo,  lo  que  conlleva

a  la  activaci6n  transcripcional  de  Glil.  Por otro  lado,  Gli2  se  mantiene  como

activador  y  Gli   3   no  es  modificado,   perdiendo  su  funci6n   represora.   Los

genes  blanco  de  la  via  Hh  incluyen  entre  otros  a  g//.-I,  plc-I,  la  prole/'na

morfogen6tica  6sea  1, ciclinas Dl y  D2 y al factor de transcripci6n jun  (Ruiz

i.  Altaba  y  col.,  2007  Grachtchouk  y  col.,  2003;  Sanchez,  2004;    Palma  y

col., 2005;  Mukherjee y col., 2006;  Mimeault y   Batra, 2010).

Estudios  recientes  han  evidenciado  que  la  sefializaci6n  de  Hh  en  mamiferos

ocurre  dentro  de  un  compartimiento  celular  denominado  cilio  primario,  que

corresponde  a  una  estructura  dnica  y  no  motil  con  un  axonema  compuesto

de  9  pares  de  microtdbulos  perifericos  sin  microtubulos  centrales  (9  +  0).

Esta  se  ensambla  durante  la  interfase  celular a  partir  del  centriolo  materno

en   Gl   y  se   desensambla   durante   la   mitosis   (Par}  y  Sne//,  2007),   Este

organelo     ha    sido    catalogado    como     una    verdadera    antena    celular,

involucrada  en  la  transducci6n y coordinaci6n  de vfas de sefializaci6n  intra  e

intercelulares   (K/.efer,   20ZO).   Se   ha   comprobado   que   la   arquitectura   del

axonema  ciliar,  asf  como  de  Ias  protefnas  de  transporte  intraflagelar  que

est5n  dentro  del  cilio,  son  requeridas  para  transducir  los  diferentes  niveles

de   Shh   controlando   la   actividad   de   los  fact:ores   de   transcripci6n   Gli   que

10



Ilevan  a  cabo  los  efectos  de  la  via  (Caspary  y  co/.,  2007).  Basado  en  los

estudios  gen6ticos  que  asocian  a  Shh  con  el  cilio  primario,  se  ha  descrito

que  todos  los  componentes  claves  para   que  ocurra   la  sefializaci6n  estan

enriquecidos  en   el   cilio   primario.   Tanto     Ptc-1   como  Smo   evidencian   un

tfafico  dependiente  del  Iigando  dentro  de  este  organelo.     En  ausencia  de

Shh,   Ptc-1   esta   localizado   en   la   base   del   cilio   y   Smo   se   encuentra   en

vesfculas  y  en  la  membrana  de  la  c6Iula,  sin  encontrarse  asociado  al  cilio.

Cuando  el  ligando  entra  en  contacto  con  Ptc-1,  este   sale del  cilio y Smo se

moviliza  hacia  la  punta  del  cilio.   Las  mutaciones  activadoras  de  Smo,  asf

como  los  agonistas  de  Hh,  llevan  a  la  localizaci6n  de  Smo  dentro  del  cilio

(Fig.   2).   Por   lo   tanto,   la   relocalizaci6n   de   Smo   puede   ser   un   factor

determinante que gobierne el  proceso  dinamico de  la  activaci6n  de  la  via  de

Shh   y   la   expresi6n   g6nica   inducida   por   los   factores   Gli   en   las   c6lulas

capaces de responder a la v'la (Mimeault y  Batra, 2010).

Adicionalmente,   Ios   factores   de   transcripci6n   Gli   tambi6n   se   encuentran

enriquecidos   en   el   cilio  y  se   ha   evidenciado   que   la   activaci6n   de   la   via

incrementa  la  cantidad  de  Gli2  y  Gli3  en  la  punta  del  cilio  en  fibroblastos

(Wong y Reiter, 2008;  Simpson y col., 2009;   Goetz y Anderson, 2010).
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Figura  2.  Sefializaci6n  de  Hh  en  vertebrados  dehtro  del  cilio  primario.  En
ausencia  de  ligando,  Ptc-1  se  localiza  en  el  cilio  y  bloquea  la  entrada  de  Smo.   La
quinesina   Kif7   se   encuentra   en   la   base   del   cilio  formando   un   complejo   con   los
factores   de   transcripci6n    Gli   y   otros   componentes   de    la   via,    previniendo   el
enriquecimiento  de  estos  en  el  cilio  y  promoviendo  el  procesamiento  de  Gli3,     En
presencia  de  Hh,  cuando  el  ligando  se  une  a  Ptc-1,  Smo  se  mueve  a  trav6s  de  la
membrana   del   cilio   hacia   la   punta   y   Kif7   se   transloca   al   cilio,   promoviendo   la
acumulaci6n    de    Gli2   en    la    punta    del   cilio.    Los   componentes   de    la   via    son
translocados  dentro  del   cilio  a  trav€s  de   una   dinefna   y   protefnas  de  transporte
intraflagelar.  Modificado  a  partir de   Goetz y Anderson,  2010.

1.2.1.  Shh y la odontog6nesis

La   sefializaci6n   mediada    por   Shh   tiene   un   amplio   rango   de   funciones

durante   el   desarrollo   normal   de    los   vertebrados   y   esta   activa    en    la

odontog6nesis.  Shh  es expresado exclusivamente en  el componente epitelial

del   germen   dental   de   una   manera   restringida   en   ciertas   regiones   del

mismo.  Tanto  el  epitelio  odontog6nico  como  el  ectomes6nquima  subyacente

son  capaces  de  responder  a  esta  seFial.  Muchas  evidencias  experimentales

han  evaluado  la funci6n de esta   via durante  la odontogenesis y es claro que

es  indispensable  para  el  desarrollo  de  los  dientes.    Durante  la  iniciaci6n  de
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la    odontog6nesis,    Ia    localizaci6n    de    la    sefial    es    importante    para    el

establecimiento      y      desarrollo      del      germen      dental.      Sin      embargo,

posteriormente   durante   la   morfog6nesis  Shh  juega   un   papel   importante

coordinando   la   diferenciaci6n   y   polarizaci6n   del   componente   epitelial   del

germen    dental.    Estas    interacciones    complejas    son    mediadas    por    la

sefia]izaci6n  jnterepitelial  y  epitelio-mesenquima  de  Shh  a  trav6s  de  varjos

estadios  en  el  proceso  de  odontog6nesis  rsAarpe  y  co/„  2005,  777ess/eff y

7unmers,   2009J,  Es importante destacar que en el mutante para Shh /SM

-/J  no  se forman  los  huesos  maxilares  (Ch/.ang y co/„  Z996J.    Por esto,  la

primera  evidencia  gen€tica  del  importante  papel  de  Shh  en  la  transducci6n

durante  la  odontog6nesis se observ6 a  partir del  an5Iisis de  los  mutantes de

G//.2 y G//.3.  Los embriones de G//. 3-/-no tienen defectos dentales evidentes,

pero   los   mutantes   para   G//.  2   -/-   t:ienen   defectos   considerables   en   el

desarrollo de  incisivos superiores.  Estos dientes se ven fusionados o  pueden

estar  completamente  ausentes.   Sin  embargo,   la   presencia   de   molares  y

ademas    de    estos    incisivos    rudimentarios    indica    que    G//.    2    no    es

indispensable   para   la   formaci6n   dental.   Se   ha   sugerido   que   existe   una

redundancia  funcional  entre  G//.2  y  G//. 3  en  la  odontog6nesis,  que  ha  sido

confirmada   con   los  dobles  mutantes,   en   los  que  no   existe  desarrollo  de

molares   y   presentan   g6rmenes   dentales   rudimentarios   de   los   incisivos

ff7ardcas£/e  y  co/,,   J998J.   Posteriormente  se   precis6   Ia   funci6n   de  SM

obteniendo  mutantes  Cre-LoxP dirigidos al  epitelio  odontog€nico  del  rat6n  y

esta  p6rdida  funcional  de  SM  en  el  epitelio  dental  result6  en  un  severo

retardo   del   crecimiento   del   germen   dental  y   morfog€nesis   alt:erada.   Los

incisivos  y  molares  se  forman  pero  son  muy  pequeFios  y  con  morfologfas
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totalmente aberrantes (Dassu/e y co/„ 2000j.  En  los mutantes condicionales

para  Smo  se  evidenciaron  ameloblastos  aberrantes,  por  lo  que  SM  parece

mediar  la  proliferaci6n  de  los  componentes  epiteliales  en  el  germen  dental

en  desarrollo    y  esta  actividad  es  importante  para  la  citodiferenciaci6n  de

los  ameloblastos    (Gr/.I//.-i/.r}c/e  y  co/„  2002J.  Adicionalmente,  la  respuesta

del   ectomesenquima   proveniente   de   la   cresta   neural   a   la   sefializaci6n

mediada    por    Shh    es    importante    para    el    crecimiento    y    desarrollo

craneofacial,   incluida   la   dentici6n.   Mss   aun,   es   necesario   establecer  con

mayor  precisi6n  su  funci6n  en  el  mesenquima  ya  que  los  componentes  que

responden  a   la  serial  se  expresan  durante  todo  el  proceso  de  formaci6n

dental en el mesenqu.ima (Hardcastle y col.,  1998; Sharpe, 2005).

1.2,2. Shh y la Formaci6n RadicL]lar

Post:erior a  la formaci6n de la corona,  las rafces de  los dientes se desarrollan

para  obtener una  morfologfa  dental completa.  En  la formaci6n  radicular, que

en   el   rat6n   y  en   el   humano   es   un   proceso   postnatal,   Ia   vaina   epitelial

radicular  de  Hertwig  permite  la  iniciaci6n  de  la  pro]iferaci6n  mesenquima]  y

diferenciaci6n  a  odontoblastos,  cementoblastos,  fibroblastos  y  osteoblastos

durante  el  desarrollo   radicular.   Se   ha  sugerido  que   la  via  de  Shh   podrfa

estar  involucrada  en   la  odontog6nesis  tardfa,   lo  que  incluye  el  desarrollo

radicular  y  de  los  tejidos  periodontales.  Sin  embargo,  los  modelos  /.n  v/.vo

que  permitirfan  establecer  la  funci6n  de  Shh  en   la  vida  postnatal  no  son

viables ya  que  los  mutantes  para SM  r-/-J,  G//.2/-/J y G/t.3 r-/J  mueren  al

nacer,   los de   Smo(-/J y Pfc (-/J   mueren alrededor del dfa embrionario 9

y los condicionales de Smo y SM  bajo el  promotor de queratina  14,  mueren
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en al d'ia postnatal 1 (Chiang y col.,1996;  Gritli-Linde y col., 2000).

Por  otro  lado,  se  ha  reportado  la  presencia  de  transcritos,  visualizados  por

hibridizaci6n  /.n  s/tu  de  Shh  en  la  vaina  de  Hertwig  y  algunos  componentes

de  la  via:  Pfc,  Smo  y  G//.I  en  el  epitelio  y  mesenquima  en  formaci6n.  Sin

embargo,    estos    resultados    no    explican    ni    sugieren    la    funci6n    de    la

sefializaci6n    Shh/Gli    durante    la    formaci6n    radicular    o    en    los    tejidos

periodontales (rvakafom/. y co/„ 2006J   En contraposici6n a  lo que ocurre en

la   corona,   no   se   ha   podido   establecer  que   factores  y  funciones   de   los

mismos    estan    involucrados    en    la    formaci6n    radicular,    lo    que    tiene

importantes  implicaciones en  la  terap6utica  clinica,  ya  que  no se sabe si  las

sefiales  necesarias  en  el  desarrollo  de  estos tejidos  podrfan  requerirse  en  la

reparaci6n  o  regeneraci6n  de  tejidos  periodontales  (rvakatom/. y  co/.  2006,'

Khan y col., 2007).

Recientemente  se  ha  generado  otra  evidencia  que  refleja  la  importancia  de

Shh  en  la  regulaci6n  de  las  c6Iulas  troncales  y  progenitoras  adultas  en  los

tejidos  dentales.   En  esta  se  confirm6  el   rol  de  Shh  en  la  generaci6n   de

ameloblastos   a   partir   de   progenitores   adultos   en   el   incisivo   de   rat6n,

modelo  en  el  cual  existe  una  formaci6n  continua  de  esmalte  durante  la  vida

adulta   del   animal,    contrario   a    la   formaci6n    restringida   al    proceso   de

odontog6nesis  que  incluye  la  formaci6n  de  esmalte  en  el  humano  /Se/.de/ y

col.'  2010).

1E2.3.  Diferehciaci6n al [inaje 6seo

La formaci6n  6sea  es  un  proceso altamente  regulado  que  est5  caracterizado

por  una  secuencia  de  eventos  que  incluyen  el  compromiso  de  las  c€Iulas
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troncales        mesenquimales        hacia        c6lulas        osteoprogenitoras        que

posteriormente  se  diferencian  en  pre-osteoblastos  y  luego  en  osteoblastos

maduros;    cuya  funci6n  es  sintetizar  matriz  6sea  que  progresivamente  es

minera]izada.  El  compromiso  hacia  el  [inaje  osteoblastico,  Ia  diferenciaci6n y

su   funci6n   son   gobernados   por   varios   factores   de   transcripci6n,    que

permiten  la  expresi6n  de  genes  relacionados  con  cada  etapa  en  el  proceso

de   diferenciaci6n   6sea   y   la   adquisici6n   del   fenotipo   osteoblast:ico.    Los

principales  factores  de  transcripci6n  involucrados  en  este  proceso  son  los

factores  Runx2,    Osterix  y  ATF4    (War/.e,  2008;  Karsenfy y  co/„  2009).  El

factor  de  transcripci6n  Runx2  es  un  miembro  de  la  familia  de  factores  de

transcripci6n   Runt,   debido   a   la   presencia   del   dominio   de   uni6n   al   DNA

conocido  como   runt.   Se   ha  evidenciado  que  su  expresi6n  es  necesaria  y

suficiente   para   la   diferenciaci6n   celular   hacia   el   linaje   6seo   y   ha   sido

aceptado  como  el  factor  maestro  para   la  diferenciaci6n  osteoblastica,  ya

que  en  el  rat6n  knockout  para  Runx2  no  se  observan  osteoblastos  ni  hay

formaci6n  6sea  (Komor/. y co/„  2007,.  Komorr.,  20JOJ.  Runx2  se  une  a  una

secuencia  consenso  en  el  DNA  inicialmente  llamada  elemento  especffico  de

osteoblastos    (OSE2),   que   puede   ser   localizado   en    la    mayor fa   de   los

promotores  de  los genes   que  controlan  el  fenotipo  osteoblastico  incluyendo

col6geno   tipo   I(ar),   osteopontina,   sialoproteina   6sea  v   osteocalcina.     I:a

regulaci6n   de   la   expresi6n   de   Runx2   y   su   protefna   ocurre   a    niveles

transcripcional,  traduccional    y  postraduccional  a  trav€s  de  varias  vfas  de

sefializaci6n    incluidas    la    protefna    morfogen6tica    6sea-2,    el    factor   de

crecimiento   transformante   P,   el   factor   de   crecimiento   derivado   de   las

plaquetas y Hh/Gli  fMar/.e, 2008,' Komor/., 20JO).
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Osterix,  el  segundo  factor  de  transcripci6n  osteoblasto  especifico,  es  una

protefna     que     contiene     dedos     de     zinc.     Es     expresada     en     c€lulas

osteoprogenitoras  y  es  requerida  para  la  diferenciaci6n  osteoblastica.    Este

factor actda  corriente  abajo de  Runx durante  la  diferenciaci6n  6sea,   ya  que

Osx no es expresado en  los mutantes para Runx2,  mientras que Runx2 si se

expresa en los ratones mut:antes para Osx (Karsenfy y co/., 2009).

ATF4,   el   tercer  factor  de   transcripci6n   que   es   altamente   expresado   en

osteoblast:os    es  un  miembro  de  la  familia  de  protefnas  CREB.    Este  factor

no es  requerido  para  la  diferenciaci6n  temprana  de  los osteoblastos,  pero  si

necesario     para     el     mantenimiento     del     fenotipo     osteoblastico     y     el

mantenimiento  de  los  niveles  de  aminoacidos  durante  la  maduraci6n.  ATF4

es  requerido  para  mantener  una  fuente  suficiente  de  aminoacidos  en  las

c€Iulas,  ya  que  los  osteoblastos  secretan  grandes  cantidades  de  proteinas.

Debido a esto ATF4 aumenta  la  cantidad  de aminoacidos en  los osteoblastos

favoreciendo   asf   la   sintesis   de   colageno   tipo   I,   que   corresponde   a   la

protefna  mss  abundante  de  la  matriz  extracelular  6sea.    (Karsenfy y  co/„

2009)

Durante   la   diferenciaci6n   osteoblastica,   Runx2   y   Osterix  juegan   un   rol

fundamental  en  e]  compromiso  de  las  c6]ulas  pluripotenciales  al  linaje  6seo.

Despu6s    de    comprometerse    con    el    lina].e    6seo,    Ias    c€lulas    expresan

protefnas   de   la   matriz   extracelular   6sea   dependiendo   de   su   nivel   de

maduraci6n.       Las       c6Iulas             mesenquimales       osteoprogenitoras       y

preosteoblastos  expresan  d6bilmente  colageno  tipo  Ia  que  es  fuertemente

expresado   en   osteoblastos   inmaduros.   Estas   c6Iulas   inmaduras   tambi6n

expresan  osteopontina,    sialoproteina  6sea  y  fosfatasa  alcalina,  necesarias
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para  la  nucleaci6n  de  los  cristales  que  conformaran  la  matriz  inorganica  del

tejido   6seo   (Ivanc/.   y   co/.,   2008J.   Finalmente   los   osteoblastos   maduros

evidencian  una fuerte expresi6n  de osteocalcina,  depositan calcio,  quedando

atrapados  en  la  matriz  6sea,  convirti6ndose  en  osteocitos  que  expresan  la

protefna de  matriz dentinal  1  /Komor/., 20]0,  Fig.  3).

Figura    3.    Diferenciaci6n    celular    al    linaje    6seo.    Las    c6lulas    troncales
mesenquimales   adquieren   el   compromiso   para   diferenciarse   secuencialmente   a
c6lulas   osteoprogenitoras   y   osteoblastos   inmaduros   que   expresan   los   factores
Runx2   y   Osx,   secretan   fosfatasa   alcalina,    posteriormente   Colageno   tipo   I   y
Osteopontina   para   establecer   la   MEC   del   tejido   6seo,    Luego   se   diferencian   a
osteoblastos  maduros  y  finalmente  a   osteocitos,   estadfos  durante   los  cuales  se
deposita  el  calcio  para  mineralizar  la  matrjz.
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1,2[4. Shh y la diferenciaci6n 6sea

Existen  evidencias  de  la  influencia  de  la  via  de  sefializaci6n  Shh/Gli  en  la

diferenciaci6n  hacia  el  linaje  6seo.  Esta  funci6n  de  Shh  ha  sido  observada

en  varias  aproximaciones  experimentales.   En  lfneas  celulares  estimuladas

con  Shh    aument:a   la  expresi6n  de  fosfafasa  a/ca//.r}a  y  osteoca/c/.na,  dos

marcadores    de    osteog6nesis    (yuasa    y    co/,    2002J.    Igualmente    en

preosteoblastos  (KS483),  el  tratamiento  con  Shh  recombinante  incrementa

la  expresi6n  de  fosfatasa  alcalina  y  el  dep6sito  de  calcio.  Esta  ganancia  de

funci6n  farmacol6gica,  ejerce  un  efecto  especffico  en  c6Iulas  inmaduras  y

por  lo  tanto  se  encuentra  delimitada  a   una  ventana   temporal  especffica

dentro del proceso de diferenciaci6n 6sea (Van der Horsf y co/„ ZOOS).

Posteriormente  se   determin6  una  funci6n  de  Shh  en  la  diferenciaci6n  6sea

en  c6lulas  transfectadas  con  Gli  2.  En  estos  experimentos  se    comprob6  la

interacci6n  de  Gli-2  con  el  promotor  del  gen  de  la  Protefna  Morfogen6tica

6sea  -2  (BWP-2),  fact:or  que  ya  se  sabe  es  un  potente  inductor  hacia  el

linaje   6seo   de    progenitores    mesenquimales.    Gli    2,    una   vez   unido    al

promotor de BWP-2,  promueve  la  act:ividad  de fosfatasa  alcalina y expresi6n

de RUIVX2.  Es decir,  Gli2  es un  potente activador transcripcional  de BMP-2 y

juega    un    papel    crftico    en    la    sefializaci6n    de    Shh-Gli2-Bmp2    en    la

diferenciaci6n osteoblastica fzhao y co/„ 2006).

Posteriormente,   se   report6   que   Hh   esta   implicado   en   el   crecimiento   y

desarrollo   de   huesos   endocondrales   observado   en   un   modelo   reportero

murino.   Al   bloquear   la   via   de   Hh   con   un   inhibidor   que   atrapa   a   Smo,

disminuye  la  proliferaci6n  de condrocitos  hipertr6ficos que se  encuentran  en

los centros de crecimiento depletando el  pool de progenitores y aumentando
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su   diferenciaci6n.   Esto   lleva  a   generar  huesos   mss  cortos,  articulaciones

aberrantes y genera defectos permanentes en el crecimiento que no  pueden

ser  modificados  o  revertidos  por el  proceso  de  remodelado  6sea  (K/.mura  y

co/„   2008J.   Asf   mismo   se   han   observado   importantes   hallazgos   de   la

funci6n   de   la   via   Hh/Gli   en   la   home6stasfs   en   el   tejido   6seo   adulto,

utilizando    el    rat6n    mutante    heterocigoto    para    Plc-I    (Pfc-I+/-).    Las

evidencias  indicaron  que  la  haploinsuficiencia  de  Ptc-1  tiene   varios  efectos

importantes   en   el   tejido   6seo    adulto,    Ios   que    incluyen    un    aumento

considerable   de   la   masa   6sea  y   la   diferenciaci6n   osteoblastica.     A   nivel

molecular se  observ6  una  disminuci6n  en  los  niveles de  expresi6n  del  factor

de   transcripci6n   G/;.  3   represor.   Ademas   en   este   modelo   Gli   3   represor

compite  con  Runx2  por  la  uni6n  al  DNA,  ya  que    existe  un  sitio  de  uni6n  a

Gli    (G[i  Binding  Site),  que  es  funcional  para  Gli  3  represor,    en  el  e]emento

OSE2.  La  inhibici6n  de  Gli  3  represor sobre  Runx2 fue  confirmada  en  c6lulas

mutantes  para  Plc-I  y  G//.3 en  las  cuales  la  actividad  de  Runx2  incrementa.

Finalmente  se  rescat6  el  fenotipo  de  masa  6sea  incrementada   a  trav€s  de

la  inhibici6n  farmacol6gica  de  la  via  inyectando  sist6micamente  ciclopamina

(Cyc),  un  antagonista  especifico  para  Smo  rohba  y co/.,  2008J,  Asf mismo,

existen  evidencias  experimentales  que  apunt:an  a  la  funci6n  de  Hh/Gli sobre

el  recambio  dinamico  en  el  tejido  6seo,  que  corresponden  a  la  regulaci6n

tanto  de  la  formaci6n  como  de  la  reabsorci6n  6sea  en  el  te].ido  6seo  adulto

(K/.ngsfon  y  co/.,  2008).   En  conclusi6n,  estas  observaciones  implican  una

funci6n fisiol6gica  de Shh/Gli  en  el  metabolismo 6seo  en  la vida  adulta.

Hasta  la fecha  no existen  reportes en  la  literatura  de  la  expresi6n de Shh  en

c6lulas  mesenquimales  del  Iigamento  periodontal  humano.  Se  desconoce  el
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potencial  de esta via  de sefializaci6n  durante  el  desarrollo  radicular y de  los

tejidos  periodontales  y  por  lo  tanto  su  funci6n  en  estos  tejidos  durante  la

vida  adulta.   Debido  a  que  las  c€lulas  troncales  del   ligamento   periodontal

pueden  diferenciarse  y  residen  en  este  tejido  c6lulas  osteoprogenitoras  y

osteoblastos,  se  sugiere  que  Shh  puede  jugar  un  papel  importante  en  la

regulaci6n    fisiol6gica    y    probablemente    en    la    regeneraci6n    de    tejidos

lesionados o  perdidos por enfermedad  periodontal.

1.3. Hip6tesis

``Sonic  Hedgehog  regula  los  procesos  de  proliferaci6n  y/o  diferenciaci6n  al

linaje    6seo    de    las    c6Iulas    mesenquimales    del    Iigamento    periodontal

humano".

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Evaluar  la  funci6n  de  Sonic  hedgehog  en  la  proliferaci6n  y  diferenciaci6n  de

c6lulas mesenquimales del  ligamento  periodontal   humano.

1.4.2, Objetivos Especfficos

1.4.2.1   Evaluar   la   expresi6n   de   los   componentes   de   la   via   Shh-Gli   en

cultivos de c6lulas mesenquimales de ligamento  periodontal  humano.

1.4.2.2.  Determinar la  funci6n de  la  via  Shh-Gli  en  la  proliferaci6n  de

c6lulas mesenquimales del  ligamento  periodontal  humano.
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1.4.2.3.  Analizar  la  funci6n  de  la  via  Shh-Gli  en  la  diferenciaci6n  de  c6lulas

mesenquimales de  ligamento  periodontal  humano  hacia  el  linaje 6seo.

22



2,  MATERIALES Y METODOS

2E1. Cu[tivo de C6lulas Mesenquima[es a partir de LPH

Se  obtuvo  el  ligamento  periodontal  a  partir  de  terceros  molares  incluidos,

sanos,   libres  de  enfermedad   periodontal  y/o  caries.   Los  donantes  fueron

hombres  o  mu].eres  adultas  en  un  rango  de  edad  entre  14  y  25  afros.  En

todos   los   casos   se   obtuvo   el   consentimiento   de   los   donantes   para   la

utilizaci6n   de   dichas   muestras   en   este   estudio.   Una   vez   obtenidos   los

molares,  se  mantienen  en  medio  de  cultivo  or-  MEM  (Hyclone)  suplementado

con   suero   fetal   bovino   (SFB,   Hyclone)   al   10%,   100   U/ml   de   penicilina,

100Hg/ml   de   estreptomicina    (GIBCO)   y   0,25   ug/ml   de   anfotericina   8

(SIGMA).  Post:eriormente y bajo campana  de flujo  laminar los dientes fueron

lavados  por  tres  veces  con   PBS   (GIBCO)  suplementado  con  antibi6tico  y

antimic6tico   (100   U/ml   de   penicilina,   100ug/ml   de   estreptomicina,   0,25

pug/ml   de   anfotericina   8).   Se   obtuvo   el   Iigamento   periodontal   del   tercio

medio   radicular  con   una   ho].a   de   bisturf  #15.   Los  fragmentos  de  te].ido,

denominados    explantes,    fueron    cultivados    sobre    placas    de    cultivo    o

disociados  en   una   soluci6n  de  colagenasa  tipo  I  a   una  concentraci6n   de

lmg/ml,    preparada    en    medio    de    cultivo    Ci-    MEM    suplementada    con

antibi6ticos  (100  U/ml  de  penicilina,  100Llg/ml  de  estreptomicina)  y tripsina

al  0.250/o,  durante  15  minutos a  37  grados.    Una  vez disociado  el  tejido,  las

c6Iulas obtenidas fueron  centrifugadas y sembradas  en  placas  de  petri  para

cultivo  celular    y  mantenidas  en  medio  or-  MEM    suplementado  con  SFB  al

10%,  y  antibi6tico/antimic6tico.   El  establecimiento  de   la   monocapa  en   el
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cultivo   primario   a   partir   de   explantes   requiri6   de   aproximadamente   3

semanas y de  2 semanas a  partir de disociaci6n  enzimatica.  Los subcultivos

posteriores  se  hicieron  usando  tripsina  (GIBCO)  0.25%  durante  5  minutos

para  liberar  las  c6Iulas  desde  la  superficie  de  cultivo,  la  que  se  inactiv6  con

medio suplementado con SFB.  El  medio fue cambiado  por medio fresco cada

tercer  dfa  (protocolo  modificado  a  partir  de  Seo  y  co/.,  2004,.  Seo  y  co/.,

2005).    Las   c6Iulas   fueron   utilizadas   para   experimentos   dentro   de   los

primeros cuatro subcultivos.

2E2E Aislamiento de c6[ulas troncales (STRO-1  +) a partir de cultivos

celulares de LPH

Para  evaluar  el  efecto  de  la  via  de  sefializaci6n  Shh/Gli  sobre  la  poblaci6n

STRO-1+,  las  c6lulas  fueron  aisladas  inmunomagn6ticamente  (Seo  y  co/„

2004j,  Brevemente,  monocapas obtenidas a  partir de ligamento  periodontal

humano   fueron   liberadas   de   la   superficie   de   cultivo   con   un   tratamiento

suave   con   tripsina      y   las   c€Iulas   fueron   colectadas   por   centrifugaci6n

(1000xg,  durante  5  min).  Posteriormente  las  c6lulas  fueron  incubadas  con

anticuerpo  anti  STRO-1   (mouse  IgM   MA81038,   R  &  D  systems   10L]g/ml)

durante 30  minutos a 40  C.  Las c6lulas fueron  lavadas con  PBS  -albdmina  al

0.2% y EDTA 2mM  (pH  7.0)  e  incubadas con  esferas  magn6ticas recubiertas

con    anticuerpo   anti-IgM    (Dynabeads,    rat   anti-mouse   IgM,    Invitrogen)

durante   20   minutos   a   4   0C.   Finalmente,   Ias   c6lulas   fueron   puestas   en

contacto  con   un   magneto   (Dynal  system,   Invitrogen)   durante   1   minuto,

seleccionando   de   esta    manera   las   c6lulas   unidas   a    las   dynabeads   y

denominadas    la    poblaci6n    celular   STRO-1    (+).    La    poblaci6n    restante
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corresponde  a  las  c6Iulas  STRO-1  (-).  Este  procedimiento  se  repiti6  por  3

veces    mss.    Ambas    poblaciones   fueron    cultivadas    separadamente    con

posterioridad  al  aislamiento  para  hacer  los  experimentos  correspondientes

(Seo y col., 2004;  Xu y col., 2009).

2.3. Viabilidad Celular:

La  viabilidad  celular  fue  evaluada   mediante  la   utilizaci6n  de   la  coloraci6n

vital  de  exclusi6n  con  azul  de  tripan  y  cuantificada  en  un  hemocit6metro

(Freshney,1987).

2.4. Criopreservaci6n de las C6Iulas obtenidas:

Las  monocapas  celulares  obtenidas  del     linaje  mesenquimal  de  ligamento

periodontal   humano   fueron      criopreservadas   utilizando      SFB   al   90%   y

dimetilsulf6xido       (SIGMA)       10%.       La       temperatura      fue      disminuida

gradualmente  hasta  su  mantenimiento   en  nitr6geno  lfquido.  Como  respaldo

se  criopreservaron   c6lulas  de  cada  tejido  cultivado,   en  cada   uno  de   los

subcultivos 2 al 4 (Freshney, J987; Seo y co/., 2005).

2.5. Diferenciaci6n al Linaje 6seo/cemento

Las    c6lulas    STRO-1(+)    y    los    cultivos    heterog€neos    obtenidos   fueron

incubados,   durante   14   a   21   dfas   con   medio   de   cultivo   basal   (or-   MEM

(Hyclone),    100/o  de  SFB  (Hyclone)  penicilina  100  U  /  ml,  estreptomicina  y

anfotericina  a  100L]g/ml  (GIBCO))    o  con  medio  osteog€nico  (or-  MEM,  SFB

al  10%,  dexametasona  (SIGMA)  100nM,  B-glicerofosfato  (SIGMA)  10mM  y

acido  asc6rbico  (SIGMA)  50L]g/ml.   Este  dltimo  permiti6  que  las  c6lulas  se
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diferenciaran    al    Iinaje    6seo/cemento    y   se    evidencie    la    formaci6n    de

dep6sitos  de  calcio,  tambi6n  conocidos  como  n6dulos  de  mineralizaci6n  /.n

vitro  (Rodriguez, JP y  col.,  2004;  Seo  y  col.,  2004;  Xu  y  col.,  2009).  Como

control  positivo  de  diferenciaci6n  al  Iinaje  6seo  se  us6  Ia  lfnea  celular Saos-

2,  que  tienen  la  capacidad  de  diferenciarse  terminalmente  a  osteoblastos  y

permitir  el  dep6sito  de  calcio  en  cultivo  (Kobayast/.,  J999..  Hou,  2007).  La

diferenciaci6n  al  linaje  6seo fue  evaluada  teniendo  presente  la  expresi6n  de

transcritos  de  genes  involucrados  en  la  diferenciaci6n  6sea  (ver tabla  1),  Ia

actividad  de fosfatasa  alcalina  y el dep6sito de calcio ;.r}  v/.two.

2.6. Diferenciaci6n al Iinaje adiposo

Para  evaluar  la  diferenciaci6n  adipog6nica  se  sembraron  c6Iulas  STRO-1(+)

y STRO-1(-)  a  una  densidad  de  50.000  c6lulas  en  una  superficie  de  1,9cm2.

Las c€lulas fueron  incubadas durante  21  dfas en  presencia  de  los  medios  de

cultivo  basal  o  adipog6nico  (or-  MEM,   100/o  de  SFB,   penicilina   100  U  /  ml,

estreptomicina  y  anfotericina  8  100ug/ml  0,25  mg  /  ml,  dexametasona  1

iJM   (SIGMA),   indometacina   100uM   (GIBCO),   isobutilmetilxantina   0,5   mM

(SIGMA)  e  insulina  10Lig/ml  (SIGMA))  y  finalmente  fueron  fijadas  y  tefiidas

con  oil  red  (Seo y co/,, 2004,. Xu y co/,, 2009J  Para  la  tinci6n,  0,70gr de  oil

red   (SIGMA)   fueron   disueltos   en   200ml   de   isopropanol   absoluto   y   en

agitaci6n   toda   la   noche,   Luego,   la   soluci6n   fue   filtrada   y   180ml   fueron

mezclados  en  agitaci6n  con   120ml  de  agua  toda  la  noche  a  temperatura

ambiente.  Finalmente  la  soluci6n  fue filt:rada  con  papel  filtro  para  ser  usada

(Sfrt/uf y co/.,  J996J.  Para  la tinci6n,   las c6lulas fueron  fijadas en formalina

10%  durante  24  horas  a  temperatura  ambiente  y  posteriormente  fueron
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Iavadas con  PBS  e  isopropanol `(Merck)   al  600/o.  Luego,  se  incubaron  con  oil

red  durante  1  hora  a  temperatura  ambiente  y  lavadas  durante  5  segundos

con    isopropanol    al    60%,    seguido    de    2    lavados    con    agua    destilada.

Finalmente    las   c6lulas   fueron    tefiidas   con    hematoxilina    de    Mayer       y

montadas con aquamount (Thermo Scientific).

2.7. Diferenciaci6n Neuronal

Para  la  diferenciaci6n  neuronal  se sembraron  c6lulas STRO-1(+)  y STRO-1(-

)   a   una   densidad   de   50.000   c6Iulas   en   una   superficie   de   1,9cm2.   Los

cubreobjetos  utilizados  para  la  diferenciaci6n  neuronal  fueron  cubiertos  con

poli-ornitina   (10   ug/ml,   SIGMA)  y   laminina   (5   L]g/ml   SIGMA).   Las  c6lulas

fueron   incubadas  durante  21   dfas  en   presencia  de   los  medios  de  cultivo

basal  o  neurog6nico  (medio  neurobasal  (GIBCO)   100  U  /  ml  de  penicilina,

estreptomicina   y   anfotericina   8   100Hg/ml   0,25   mg   /   ml,   827   (GIBCO),

factor de  crecimiento  epid€rmico  y  factor de  crecimiento  fibrobl5stico-2,  20

ng/   ml   (Invitrogen).   Transcurrido   el   tiempo   de   diferenciaci6n   las   c6lulas

fueron      fijadas      con      paraformaldehido      al      4%      y      analizadas      por

inmunofluorescencia  para  la  identificaci6n  del  marcador  neuronal  B-tubulina

I:IT (Arthur y col.,   2008).

2E8. Establecimiehto de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

El  ensayo de  Unidades  Formadoras  de  Colonias  (UFC),  ha sido  utilizado  para

evaluar   la   capacidad   proliferativa   y   clonog6njca   de   las   c6Iulas   troncales

mesenquimales   en   cultivo.   Este   ensayo   consiste   en   sembrar   c6lulas   a

densidades  celulares  muy  bajas,  comparable  con   los  ensayos  de  diluci6n
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clonal,   en   los   cuales   se   siembran   1   6   2   c6lulas   /pozo.   Para   ello,   se

sembraron   80   c6Iulas   en   una   superficie   de   100   cm2   y   se   permiti6   la

formaci6n  de  estos  grupos  de  clones  celulares.  Finalmente,  2  a  3  semanas

despu6s  las c6lulas fueron fijadas y tefiidas con. hematoxilina  de  Mayer para

evaluar  el  ndmero  de  UFC  obtenidas  por  cada  100  cm2  (Seo  y  co/.,  2004,.

Kuznetsov y col., 2009).

2.9. Transfecci6n Celular

Las  c6Iulas  fueron  transfectadas  transitoriamente  utilizando  Lipofectamina

2000   plus   (Invitrogen   CA,   EE.UU.).   Las   c6lulas   fueron   transfectadas   en

suspensi6n  con   pl5smidos  de  expresi6n  con  smo  silvestre  o   la  secuencia

mutante  de  smo  constitutivamente  activa,  ambos  con  una  marca  de  Flag,

como    se    han    reportado    con    anterioridad    (ra/.pa/e    y    co/„    2000).

Posteriormente  las c6lulas fueron  plaqueadas y despu6s de  24  horas, fueron

estimuladas con  agonistas de  la via  de sefializaci6n  Shh/Gli.

2.10.  Actividad  de  las  Deshidrogenasas  Mitocondriales  -  Reducci6n

de MTS

Como  una  medida  indirecta  de  la  pro[iferaci6n  celu]ar,  se  utiliz6  Ia  t6cnica

de  reducci6n  de  MTS,  una   modificaci6n  del  ensayo  de  reducci6n  de  MIT

rMosman  y  co/,,  J983J.  C€lulas  STRO-1(-)  fueron  sembradas  en  placas  de

96   pocillos  a   una  densidad   de   1000  c6Iulas  por  pozo.   Las  c€lulas  fueron

tratadas  con  Shh  (3,3  ug/ml)  6  Cyc  (10  L]M)  durante 48  horas  e  incuba;das

con  MTS  las  dos  dltimas  horas  del  tratamiento.  Posteriormente  la  placa  fue

leida  en  un  espectofot6metro  para  placas a 492nm.  La  absorbancia obtenida
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correspondi6  a   la   absorbancia  del  formazan  o   producto  de  reducci6n   del

MTS   por   las   deshidrogenasas   mitocondriales   de   las   c6Iulas   vfables   en

cultivo.  Los valores de absorbancia fueron comparados entre  las condiciones

control y Ios tratamientos  como  una  medida  indirecta  del  nt]mero  de  c6Iulas

en  cultivo.

2.11, Expresi6n de Protefnas en Cultivo

Con   el   objetivo   de   caracterizar   los   cultivos   obtenidos,   se   evalu6   por

inmunofluorescencia,    Ia    expresi6n    de    Runx2,    un    marcador    de    pre-

osteoblastos     y     de     4-prolilhidroxilasa      como      marcador     de     c6Iulas

mesenquimales.  La  expresi6n  de  STRO-1  para  determinar  el  porcentaje  de

c6lulas  troncales  presentes  en  el  cultivo  se  evalu6  por  citometrfa  de  flu].o  e

inmunofluorescencia.

Por  Western  Blot  se  evalu6  Ia  expresi6n  de  Gli-1,  Shh,  Ptc-1,  osteonect:ina,

Runx2,      receptor     de      hormona      paratiroidea     y     colageno     tipo      ICh.

Adicionalmente,   para   evaluar  la   capacidad   proliferativa   basal,  se  hicieron

pulsos de  12 a  36  horas con  Brdu  ILIM  y  post:erior inmunofluorescencia  para

dekectar Brdu  (Kasaj y col., 2008;  Seo,  2004;  Seo,  2005;  Sonoyama,  2007

Barfo/d y co/., 2006,' Jo y co/,, 2007J. Todos los experimentos fueron  hechos

en triplicado y con tres muestras diferentes  (N=3)  como mfnimo.

Brevemente,  las t6cnicas  utilizadas se  llevaron  a  cabo  usando  los siguientes

protocolos:

2.11.1. Inmunofluorescencia

Las  c6lulas  fueron  fijadas  con  paraformaldehfdo  (PFA,  SIGMA)  al  40/o.  Para

los  antfgenos  localizados  dentro  del  citoplasma  celular,  se  permeabiliz6  la
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membrana  con  trit6n  X-100  (Winkler)  al  0.10/o.  Luego,  se  bloquearon  sitios

inespecfficos   con   suero   de   cabra   (Abcam)   al   50/o   y   se   incub6   con   los

anticuerpos  primarios  durante   1   hora  a  temperatura  ambiente  o  toda   la

noche   a   4   0C.   Posteriormente   se   incub6   con   el   anticuerpo   secundario

correspondiente y se tifi6  con  DAPI  (SIGMA)  para visualizaci6n  nuclear.  Para

la   inmunodetecci6n  de  Brdu,  fue  necesario  denaturar  el   DNA  con  HCI  2N

(Merck)   y posterior neutralizaci6n  del  pH  con tetraborato de sodio  /War/.cia/

y co/„  2009j,    Los  anticuerpos  primarios  usados  para  esta  t€cnica  fueron:

STRO-1     (R&D     systems     MA81038     diluci6n     1:50)     Runx2     (Santacruz

Biotechnology  sc-10758;   1:50)   o   (abcam   ab23981   1:500),   Brdu   (Dako,

M0744,1:200),  4-prolilhidroxilasa  (Fibroblast  Dako  M087,1:100),  tubulina

acetilada  (SIGMA  T  6793,1:8000)    Adicionalmente  se  usaron  anticuerpos

secundarios anti-rat6n o anti-conejo segdn  el  caso acoplados a  un fluor6foro

(anti-mouse  Alexafluor  488,  Invitrogen  1:1000;  anti-rabbit Alexafluor  488,

Invitrogen     1:1000;     anti-mouse     alexafluor     546,     Invitrogen     1:1000).

Finalmente   las  c6Iulas  fueron   montadas  en   laminas  cubreobjetos  con   un

medio de  montaje  para fluorescencia  (Fluorsave,  Calbiochem).

2.11.2. Citometrfa de flujo

Las    c6lulas    fueron     tratadas    con    tripsinao,25%/EDTA    (GIBCO)     para

despegarlas de  la  superficie  de  cultivo y obt:ener un  precipitado  celular,  que

fue  lavado  2  veces  con  PBS,  albdmina  de  bovino  al  0.20/o  y  EDTA  2mM.  Las

c€lulas   fueron   incubadas   con   el   anticuerpo   anti   STRO-1   (R&D   systems

MA810381:50)  durante  30  minutos a  4  0C y  posteriormente  incubadas  con

un  anticuerpo  secundario  anti-IgM  acoplado  a  alexafluor  488  o  alexafldor
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647       (1:3500,    Invitrogen).    Finalmente    las   c6lulas   fueron   fijadas   con

paraformaldehfdo  (PFA)  al  1% y evaluadas en el cit6metro de flujo.

2.11.3. Western blot

Monocapas  celulares  en  superficies  de  60  cm2   fueron  lisadas  con  buffer de

lisis  (Hepes  50mM,  NacI  150mM,  EGTA  lmM,   Glicerol  100/o,   Trit6n  X-100  1

%,   Mgc12)  y  una   mezcla  de  inhibidores  de  proteasas  y  fosfatasas.   (Halt

protease   and    phosphatase    inhibitor   cocktail    EDTA   free    100X,   Thermo

Scientific  78441).    Se  cuantific6  el  total  de  protefna  obtenida  en  los  lisados

con   un   kit   de   cuantificaci6n   (Biorad   dc   protein   assay   kit  11   5000112)   y

estos  fueron   mezclados  con   buffer  de  carga   con   P-Mercaptoetanol   (SDS

40%,  glicerol,  Tris   lM   pH  6.8,  0.04°/o  de  azul  de  bromofenol   (Winkler)  y

20%   de   P-Mercaptoetanol   (SIGMA)).   Los   lisados   fueron   fraccionados   en

geles   de   poliacrilami-da   (Biorad,   10-12%)   en   condiciones   denaturantes   a

100mvolt    durante    aproximadamente    3    horas.     Las    protefnas    fueron

transferidas  a   membranas  de   PVDF  (Millipore,   0,45LIM)   y   posteriormente

incubadas  con   los   anticuerpos  correspondientes  y   revelados  en   peliculas

fotograficas  usando   reactivos  de  quimioluminiscencia   (PIERCE).   (Stecca  y

Ru/.z  /. A/faba,  2009J,  Como  control  de  carga  se  evalu6  la  expresi6n  de  a-

tubulina  o  P-actina  Los  anticuerpos  usados  para  detectar  la  expresi6n  de

proteinas  fueron  los  siguientes:   colageno  tipo  I   (Santacruz  Biotechnology

sc-8784,1:500),  osteonectina  (Santacruz  Biotechnology  sc-13326,1:500),

Runx2   (abcam   ab23981   1:4000),   receptor  PTH   (Santacruz  Biotechnology

sc-12778,1:500),  Gli-1  (Millipore Ab3444,1:8000),  P-actina  (SIGMA A544,

1:5000),      or-tubulina        (SIGMA      T-5168,      1:5000),      Ptc-1      (Santacruz
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Biotechnology H-267:  sc-9016,1:500).

2.12.   RT-PCR semicuantitativo

Para  establecer  la  presencia  de transcritos  de  los  componentes  de  la  via  de

Shh-Gli   y   para   evidenciar   los   transcritos   de   genes   involucrados   en   la

diferenciaci6n  6sea,  se  utiliz6  Ia  t6cnica  de  RT-PCR  semicuantitativo  de  la

siguiente  manera:   EI  RNA  fue  extrafdo  con  TRIZOL  (Invitrogen)  de  c6lulas

cultivadas   hasta   confluencia   en   placas   con   una   superficie   de   3,8   cm2.

Posteriormente,  se  gener6  CDNA  de   hebra   simple   para   llevar  a  cabo   las

reacciones   de   RT-PCR.    Como   control   de   las   t6cnicas   propuestas   para

evaluar  la  presencia  de  transcritos  se  usaron  las  lfneas  celulares  humanas

Dul45   y   PC3,   obtenidas   a   partir   de   cancer   de   pr6stata,   que   se   sabe

expresan   los  componentes  de  la  via  de  sefializaci6n  de  Sonic  Hedgehog.

Estas    c6lulas    fueron    mantenidas    en    DMEM:F-12    con    SFB    al    10%    y

antibi6ticos  (S5nchez  y  co/„  2004J.  Adicionalmente  se  us6  Ia  lfnea  celular

de    osteosarcoma    humano    Saos,    mant:enida    en    medio    Mccoy's    5A

suplementado   con   SFB   al   15%   rwarzecha   y  co/.,   2007J.   Se   evalu6   Ia

expresi6n  de  los  siguientes genes  para  la  via  de  sefializaci6n  Shh/Gli:  SHH,

G£JJ,  G£J2,  G£J3,  P7lcz;  se  us6  como  control  de  carga  la  expresi6n  del  gen

de la subunidad ribosomal JBS ITabla  1)  rsanchez y co/„ 2004J,

Para    evaluar   transcritos    relacionados    con    la    diferenciaci6n    6sea    se

utilizaron  los  partidores y las condiciones que se enumeran en  la tablal
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Gen Partidor Sentido Partidor Anti sentido TM

SHH TCCAAGGCACATATCCACTG CCAGGAAAGTGAGGAAGTCG 60

PTC1 CCACAGAAGCGCTCCTACA CTGTAAllTCGCCCCITCC 60

GLI1 TGCAGCCAATACAGACAGTGG CAGTATAGGCAGAGCTGATGC 60

GL12 CA/I;C!GCIGCICAAA/GAIGAA TCTCCACGCCACTGTCAIT 60

GL13 c!fiAAICA/rip:r{c5TGAir3c;GAiriAA TTGATCAATGAGGCCCTCTC 60

18S GAGCGAAAGCAllTGCCAAG GGCATCGllTATGGTCGGAA 60

RUNX2 ACCCACGAATGCACTATCC lTCCATCAGCGTCAACACC 54

OSX AACCCCCAGCTGCCCACCTAC CGITCGGATGAGCTGGAGCG 64

FAL ATCCTGTATGGCAATGGGC GGCGGCAGAcllTGGllTC 57

OC ATGAGAGCCCTCACACTCCTC CAGGGGATCCGGGTAGGGGA 60

COLI CAAAicrocAp:r[aFTCA TGCGGCACAAGGGAT 60

GAPDH TGCACCACCAACTGCITAGC GGCATGGACTGTGGTCATGAG 60

Tabla  1.  Lista  de  partidores  utilizados  para  amplificar los transcritos  de  los genes
indicados,  con  las condiciones de TM  correspondientes.

2.13.  Actividad fosfatasa alcalina (ALPA)

Para   cuantificar   la   actividad   de   fosfatasa   alcalina   c6lulas   STRO-1(+)   o

STRO-1(-)   o   la   lfnea   celular   reportera   de   la   via   de   Shh/Gli   CH310T1/2,

fueron sembradas al  80°/o  de confluencia  en  placas de 48 6  24 6  12  pocillos.

Las  c6lulas  fueron  fijadas  con  etanol  90%  y  loo/o  de  formaldehfdo  al  37%

durante   1   minuto,  luego  las  monocapas  fueron  lavadas  con  PBS.   Para  el

protocolo  por  histoqufmica,  se  us6  como  sustrato  NBT y  BCIP  (Roche)  a  pH

alcalino.  Las  c6lulas  fueron  incubadas  durant:e  20  minutos  en  oscuridad  con

el  sustrato.   Las  c6lulas  con   actividad   de  fosfatasa   alcalina  se  tifieron   de

color    violeta.     Posteriormente     las     c6Iulas     fueron     contratefiidas     con
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hematoxilina de  Mayer.

Para  el  protocolo con  colorimetrfa  las c6lulas fijadas fueron  incubadas  con  el

sustrato,   p-nitrofenolfosfato  (1mg/ml)   durante  20   minutos  a   37°C,   el   p-

nitrofenol  generado fue cuantificado  a  405nm  /Reg/ y co/.,  2002,.  Rot/r/'guez

y col.' 2004).

2,14. Dep6sito de calcio

La  presencia  de  n6dulos  de  mineralizaci6n  o  cristales  de  calcio  en  presencia

de  medio  osteog6nico se  determin6  por medio  de  la  tinci6n  con  rojo alizarfn.

Las  c€lulas  fijadas  en  PFA al  4%,  Las  celulas  fi].adas  en  paraformaldehido  al

40/o   fueron   incubadas   con   rojo   alizarfn   (pH   4.2)   durante   10   minutos   a

temperatura    ambiente,    luego    fueron    lavadas    con    agua    bidestilada    e

incubadas  con  PBS  durante  15  minutos.  Los  dep6sitos  de  calcio  presentes

se   observaron   de   rojo   intenso.   Adicionalmente   se   cuantific6   el   calcio

depositado  en  las  monocapas  celulares  utilizando   la  t6cnica  colorim6trica,

en  la  que  el  calcio  forma  un  complejo  cromog6nico  con  orto-cresolftaleina

que  es  cuantificado  a  575nm.  Se  obtuvo  la  concentraci6n  en  Lig  de  calcio

depositados   en   cada   monocapa   (BIOVISION   Calcium   colorimetric   assay

K380-2.50)  (Hiruma y col.,1998;  Seo y col., 2004).

2.15, Microscopia electr6nica de barrido

Las     c€lulas     fueron     fijadas     en     glutaraldehfdo     (Merck)     al     2,5%     y

deshidratadas   gradualmente   con   etanol.   Posteriormente  fueron   cubiertas

con  oro-paladio  y  visualizadas  en  el  microscopio  electr6nico  de  barrido  (FEI

QUANTA-200)  que  cuenta  con  EDAX  (Energy  Dispersive  X-ray  analysis)  una
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herramienta   que   permite   hacer  un  analisis  de  dispersi6n   de  energfa   por

rayos  X  evaluar  el  contenido  elemental  de  la  zona  de  inter6s,  y  de  esta

manera   se  obtuvieron   los  datos  sobre   la   composici6n  de   los  n6dulos  de

mineralizaci6n depositados en  las monocapas celulares  (Ko y co/,, 2007).

2.16.  Estfmu[o  con  Shh  o  Purmorfamina  e  ihhibici6h  farmacol6gica

con Ciclopamina

Para  los experimentos de ganancia  o  p6rdida  de funci6n  farmacol6gica  de  la

via  de  sefializaci6n  Shh/Gli,  las  c6lulas  obtenidas  de  LPH  y  las  poblaciones

celulares  STRO-1(+)   y  STRO-1(-)   fueron  tratadas  con   los  agonistas  Shh

recombinante     (3,3     Llg/ml,     N-terminal     de    R    &    D    systems)     o    con

purmorfamina  (Pur,  10uM,  Merck)  en  medio de cultivo ct-MEM  suplementado

con  antibi6ticos.   Para  la  inhibici6n  farmacol6gica  las  c6Iulas fueron  tratadas

con  Ciclopamina  (Cyc,  10LIM,  Infinity  Pharmacol.)  en  medio  de  cultivo  basal.

Cabe anotar que previo a  los tratamientos farmacol6gicos,  Ias c6lulas fueron

incubadas con or-MEM  sin  SFB durante 24  horas.

Los  experimentos  en  los  que  se  evalu6  la  proliferaci6n  celular  incluyeron  un

un  tratamiento  de  48  horas  con  los  agonistas  o  con  el  antagonista  y  un

pulso final  de  20  horas con  Brdu  (1uM).
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2.17.       Cuantificaci6n   y   Analisis   Estadistico   de   los   Resultados

Obtenidos

2.17.1 Inmunofluorescencia

Para   la  cuantificaci6n  de  la  expresi6n  de  protefnas  visualizadas  mediante

esta t6cnica  se se tomaron fotograffas en  el  microscopio  de  epifluorescencia

de   5   campos   al   azar  a   bajo   aumento   (20X)   y  se   contaron   las   c6lulas

positivas en cada   canal  en el  programa Adobe  Photoshop Cs3  Extended  con

la   herramienta   de   conteo.   Los   resultados   fueron   expresados   como   un

porcentaje del tot:al de c6lulas tefiidas con  DAPI.

2.17.2 Cuantificaci6n de Fosfatasa Alcalina y Adipocitos

Para   determinar   los   porcentajes   de   c6Iulas   con   actividad   de   fosfatasa
/

alcalina  por  histoqufmica,  se  tomaron  fotos  en  el  microscopio  de  luz  a  bajo

aumento  (Leica,  lox)  y  se  cuantificaron  las  c6lulas  positivas    con  respecto

al    total    de    ndcleos    tefiidos    con    hematoxilina,    Ios    resultados    fueron

expresados en porcenta].e.

Para  determinar  los  porcentajes  de  adipocitos  por campo,  se tomaron  tot:os

en   el   microscopio   de   luz  a   bajo  aumento   (Leica,   20X)   y  las  c€Iulas  con

vacuolas de triglic6ridos tefiidas  con  oil  red  fueron  contadas como  positivas.

Los   resultados   fueron   expresados   como   ndmero   de   adipocitos   en   una

superficie de  1,9cm2.
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2.17.3. Western BIot

Para   la  cuantificaci6n  de  la  expresi6n  de  protefnas  visualizadas  mediante

esta    t6cnica,    las    pelfculas   obtenidas   fueron    digitalizadas.    Mediante    el

programa  Kodak Molecular Imaging  Software se evalu6  Ia  expresi6n  relativa

de   las   protefnas   visualizadas   con   respecto   al   control   de   carga   y   se

graficaron  en  unidades relativas de intensidad.

2.18. Analisis estadistico de los Datos Obtenidos

Para  establecer  diferencias  entre  los  controles  y  tratamientos  utilizados  los

resultados    obtenidos    de    los    experimentos    con    las    distintas    t6cnicas

descritas,  los  datos  fueron  graficados y analizados  estadisticamente  con  un

intervalo  de  confianza  del  95%  (t-student)  con  el  programa  PRISM  5.0  de

Graph  Pad.
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3.  RESULTADOS

3.1.   Caracterizaci6n   de   los   Cultivos   primarios   obtenidos   de

Ligamento Periodontal Humane (LPH) y aislamiento de las c6Iulas

STRO-1(+)

Los   cultivos   primarios   obtenidos   de   LPH   fueron   viables,    proliferaron

activamente y tuvieron  un tiempo de duplicaci6n de  24 horas,  establecido

por  el  ndmero  de  c6lulas  que  incorporan  Brdu  en  diversos  tiempos  en

cultivo  (12,  24  y  36  horas)  (Fig.  4  A,  8).  Los  cultivos  heterog6neos  de

LPH   expresaron   los  marcadores  antes  reportados  en   la   literatura   para

c€Iulas  mesenquimales 4-prolil  hidroxilasa  y osteoprotegerina  (£ossderfer

y   co/„   2005),   asf   como    una   significativa    expresi6n   del   factor   de

transcripci6n    Runx2       (Fig.    5   A,   a,    E).       En   concordancia   con    lo

evidenciado  previamente  en  la  literatura  (Seo  y co/,,  2004,  Jvar}ovcky y

co/.,  2006,  Xu  y  co/„   2009),   en   los  cultivos  obtenidos  se  observ6   la

expresi6n  del  marcador  de  c6Iulas  troncales  STRO-1  en  alrededor  de  un

50/o  del total de las c6lulas evaluadas  por citometria de flujo  (Fig.  5 C-F).

Posteriormente   las   c6Iulas   STRO-1(+)   que   a    partir   de   ahora   seran

identificadas   como   c6Iulas   troncales   y/o    progenitoras   del    ligamento

periodontal         humano         (HPLSC/progenitoras),         fueron         aisladas

inmunomagn6ticamente  utilizando  un  anticuerpo  monoclonal  anti-STRO-1

y esferas  magn6ticas  recubiertas con  un  anticuerpo secundario  especifico
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(Ver   materiales   y   m6todos).    Posterior   al   aislamiento   se   obtuvo   un

enriquecimiento  cercano  al  70%  de  c6lulas  que  expresan  esta   protefna

(Fig.  5 G).

Figura  4.  Viabilidad  y tiempo  de  duplicaci6n  de  los  cultivos  obtenidos  a
partir de  LPH.  (A).  C6lulas obtenidas a  partir de  ligamento  periodontal  humano
(LPH)  fueron  cultivadas  en  presencia  de  SFB  en  una  superficie  de  1,9  cm2  a  una
densidad   de   5X103  celulas.   Posteriormente   las  c€lulas  fueron   despegadas  con
tripsina  y  contadas  en  un  hemocit6metro  con  azul  trip5n  en  los  dias  de  cultivo
indicados.    (8)   Imagenes   representativas   de   la   incorporaci6n   de   Brdu   y   su
cuantificaci6n  durante  la  fase  logaritmica  de  proliferaci6n  en  con  pulsos  de  12,
24 y  36  horas de  Brdu.  Barra  de  aumento  equivale a  50Lim.
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Figura  5.  Las  c6lulas  obtenidas  a  partir  de  LPH  son  mesenquimales  y  contieneh
celulas  troncales/progenitoras  que  pueden  ser  aisladas   inmunomagheticamehte.
Las  c€lulas  obtenidas  de  LPH  fueron  cultivadas  en  presencia  de  SFB  en  una  superficie  de  1,9
cm2   a    una   densidad   de   5X103   c6lulas,   fueron   fijadas   en    PFA   40/o   y   se   sometieron    a
inmunofluorescencia.  Imagenes  representativas de  (A)  4-prolilhidroxilasa  y osteoprotegerina,
(8)  Runx2  (C)  STRO-1  (D)  Imagen  de  un  explante  de  LPH  en  el  que  se  observan  c€lulas
STRO-1(+).  (E)  Cuantificaci6n  de  la  expresi6n  de  Runx2,  4-prolilhidroxilasa,  osteoprotegerina
(OPG)  y  STRO-1  por  inmunofluorescencia  con  respecto  a  las  c6lulas  DAPI  (+)  (F).  Citometria
de  flujo   para   el   marcador  STRO-1   (G)   Aislamiento   inmunomagnetico  y   cuantificaci6n   del
porcentaje  de  c6lulas  STRO-1(+)  obtenidas   1   semana   post-aislamiento,   las  c€lulas  fueron
contadas con  respecto  al  ndmero  de  celulas  DAPI  (+).  Barra  de  aumento  equivale  a  (A,  8,  D)
50  urn.  (C)  20  Llm,
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3.2,     Caracterizaci6n     de     las     c6lulas     STRO-1(+)     aisladas

inmuhomagn6ticamente

Las    c6lulas  troncales  y/o  progenitoras  aisladas  inmunomagn6ticamente,

ademas   de   la   expresi6n   de   STRO-1,      evidenciaron   la   capacidad   de

generar   clones   en   el   ensayo   de   establecimiento   de   UFC   y   tambi6n

expresaron  CD146/MUC18,  que  corresponde  a  un  segundo  marcador  de

c6Iu]as    troncales     mesenquima[es     (Fig,     6    A-B'),    Asf    mismo     en

condiciones  basales,  estas  c6lulas  HPLSC/progenitoras  no  expresaron  los

marcadores     de     diferenciaci6n     6sea           (colageno     tipo-I,     Rc-PTH,

osteonectina  y  Runx2).  Sin  embargo,  estos  marcadores fueron  evidentes

en  la  poblaci6n  de  c6lulas  STRO-1(-)  (Fig.  7  A-D).     Por  otra  parte,  el

potencial    de    diferenciaci6n    a    varios    linajes    de    las   c6Iulas    aisladas

inmunomagn6ticamente  fue  confirmado  ya  que   las  HPLSC/progenitoras

fueron  capaces  de  diferenciarse  a  los  linajes  6seo/cemento,  adiposo  y

neuronal   despu6s   de   haber   sido   incubadas   durant:e   21   dfas   con   los

respectivos  medios  de  diferenciaci6n.  La  diferenciaci6n  al  lina].e  6seo  fue

evaluada    por    el    dep6sito    de    calcio    o    n6dulos    de    mineralizaci6n

depositados en  cultivo y su  composici6n  mediante  analisis  de  EDAX  (Fig,

8  A-C');   el   dep6sito   de  trjgljc6ridos  evaluados   por  tinci6n   oil   red   que

confirma   la   presencia   de   adipocitos   en   cultivo   para   la   diferenciaci6n

adiposa  (Fig.  8  D-F')   y  la  expresi6n  del  marcador neuronal  8111  tubulina

en el caso de la diferenciaci6n  neuronal  (Fig. 8 G-I).

Igualmente  se  compararon  los  potenciales  de  diferenciaci6n  a  los  linajes

6seo  y  adiposo  de  las  HPLSC/progenitoras  con  las  de  la  poblaci6n  STRO-

41



1(-),    Io   que    revel6    una    mayor   diferenciaci6n    de    adipocitos   en    las

HPLSC/progenitoras  con  respecto  a  la  poblaci6n  STRO-1(-),  en  las  que  la

diferenciaci6n   fue    practicamente    inexistente    (Fig.    9   A,    8).    Por   el

contrario  la  poblaci6n  STRO-1(-)  present6  un  mayor  dep6sito  de  calcio  y

actividad  de fosfatasa  alcalina  que  las  HPLSC/progenitoras  (Fig.  9 C-H).

Figura 6.  Las HPLSC/progehitoras aisladas,  son  clonog6nicas y posjtivas para  los
marcadores  STRO-1  y  CD146/MuC18.  Para  el  ensayo  de  establecimiento  de  Unidades
Formadoras de  Colonias  Fibroblastoides  (UFC-F)  80   HPLSC/progenitoras fueron  sembradas
en  una  placa  de  100mm2,  despu6s  de  3  semanas  en  cultivo  las  c6lulas fueron  fijadas  con
PFA  y  tefiidas  con   hematoxilina   de   Mayer  (A).   Imagen   representativa   de   las   colonias
formadas      (A')       y      su       cuantificaci6n       (8-8')       Imagenes       representativas       de
inmunofluorescencias  dobles  para  STRO-1  y  MUC18/CD146.  Barra  de  aumento  equivale  a
(A)  1cm  (8-8')  50  urn.
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Figura  8.  Las  HPLSC/progehitoras  son  multipotehtes  y  se  diferehcian  a  los  linajes
6seo/cemento,  adiposo  y  neurona[.  Las  HPLSC/progenitoras  fueron  incubadas  durante  21
dias  en  presencia  de  medio  basal  o  medio  osteog6nico  y  fueron  fijadas.  (A)  Cuantificaci6n    del
dep6sito   de    calcio    (ug/pozo)    por   colorimetria    en    los   tiempos    indicados.    (8)    Imagenes
representativas de  los  n6dulos de  mineralizaci6n  depositados en  cultivo tefiidos  con  rojo  alizarin
y  (8')  evaluados  por  microscopia  electr6nica  de  barrido.   (C)  Analisis  elemental  por  n6dulo  y
(C')    su    respectivo    perfil    de    emisi6n    con    EDAX.    (D-F')    Las    HPLSC/progenitoras   fueron
incubadas  durante  21  dias  en  presencja  de  medio  basal  o  medio  adipog6nico,  fueron  fijadas  y
tefiidas  con   oil   red   y   hematoxilina   de   Mayer.   Im5genes  representativas  de   la   diferenciaci6n
adipog6nica   en   las   condiciones   indicadas.   (G-I)   Las   HPLSC/progenitoras   fueron   incubadas
durante   21   dfas   en   presencia   de   medio   basal   o   medio   neurog6nico,      fueron   fi].adas   y   se
identific6      por      inmunofluorescencja      el       marcador      neuronal      PIII-tubulina.       Im5genes
representativas  de  la  diferenciaci6n  neuronal  en   las  condiciones  indicadas,  observe  en   (I)   la
composici6n   de   3   campos  en   los  que   se   identifican   neuritas  en   cultivo.   Barra   de   aumento
equivale  a    (8')  5  urn.  (F-I)  50  Llm.
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Figura  9E  Las HPLSC/progehitoras tienen  mayor capacidad  de diferenciarse a tejido
adiposo pero mehor capacidad de diferenciarse al lihaje 6seo que las c6lulas STRO-1
(-).  Las  c€lulas  STRO-1(+)  o  STRO-1(-)  fueron  incubadas  en  presencia  de  medio  adipog6nico
durante  21  dfas.  (A,  8)  Imagenes  representativas  y  cuantificaci6n  del  ndmero  de  adipocitos
presentes  tefiidos  con  oil   red  despu6s  de  la  diferenciaci6n.     Para   la  diferenciaci6n  6sea   las
c€lulas   fueron    incubadas   con    medio   osteog€nico   durante   los   tiempos   indicados.    (C-F).
Cuantificaci6n  de  la  actividad  de  fosfatasa  alcalina  y  del  dep6sito  de  calcio  en  los  tiempos  y
c6lulas  indicadas  (G,  H).  Im5genes  representativas  de  las  tinciones  para  fosfatasa  alcalina  y
rojo  alizarin  en  las  que  se  muestra  mayor  cantidad  de  n6dulos  de  mineralizaci6n  tefiidos  de
rojo en  la  poblaci6n  STRO-1(-).  Barra  de  aumento equivale  a  200Lim.
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3.3.  Las  c6Iu[as  STRO-1  (+)  expresan  los  componentes  de  la  via

Shh/GLI       y       son        capaces       de       responder       a       Shh

Las  HPLSC/progenitoras    fueron  estimuladas  con  3,3  ug/ml  de  Shh  en

medio  libre  de  suero  o  con   10HM  Cyc,  en  presencia  de  SFB  (10%).   La

expresi6n  de  los  transcritos  de  los  genes  blanco  de  la  via  de  Shh  G£JJ  y

P7lc-I,    mostraron    un    incremento    en    la    presencia    de    Shh    y    la

correspondiente   disminuci6n   en   la   presencia   de   Cyc,   ademas   de      la

expresi6n  de  los  factores  de  transcripci6n  G£J2  y  G£J3  (Fig.  10A).  Del

mismo  modo,  los  niveles  de  protefna  de  Ptc-1  fueron  modulados  por  el

tratamiento   con   Cyc,   mostrando   una   disminuci6n   de   los   niveles   de

protefna en  presencia del  inhibidor farmacol6gico  (Fig.  10  8).

Por   otro    lado   se   midieron    los   niveles   de   protefna   de   Shh   en    las

HPLSC/progenitoras y en  la  poblaci6n  de c6lulas STRO-1(-),   protefna  que

fue observada  en  las  dos  poblaciones celulares,  pero siendo  mayor en  las

HPLSC/progenitoras  (Fig.  10C).  Con  el  objetivo  de  evaluar  la  actividad

de  la  protefna  Shh  secretada  por  ambas  poblaciones  celulares,  se  utiliz6

Ia  lfnea  celular  reportera  para  Shh  (C3H10T1  /  2),  c6Iulas  en  las  que  se

induce   la   actividad   de   fosfatasa   alcalina   (ALPA)   en   presencia   de   Shh

activo  rJngram  y  co/„  2002J.   La   linea   celular     se   incub6  con   medios

condicionados   derivados   de   HPLSC   o   de   c€Iulas   STRO-1   (-)   y   como

controles  positivos se  usaron  los agonistas de  la via  Shh y purmorfamina.

Solamente  el  medio  condicionado  proveniente   de  las  c6lulas  STRO-1  (+)

fue   capaz  de   inducir  ALPA   (Fig.   10   D,   E),   lo   que   indica   una   fuente

autocrina     de    Shh.    Ademas,     el    tratamiento    con    Cyc    del     medio

condicionado      proveniente      de      las      c6Iulas      STRO-1      (+)      redu].o
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significativamente  la  respuesta  positiva  de  las  c6Iulas-reportero  (Fig.  10

D,  E).  Por tanto,  c6lulas  STRO-1  (+)  producen  y  a  la  vez  responden  a  la

sefializacj6n  de Shh.
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Fjgura  10. Las HPLSC/progenitoras expresan  ]os componentes de la via de
sefializaci6n   Shh/Gli,   responden   activamente   a   6sta   y   secretan   Shh
autocrino.   (A)  Las celulas  STRO-1  (+)  fueron tratadas durante  48  horas con  Shh
(3,3  ug  /  ml  sin  SFB   o  Cyc  (10LIM  con  SFB  al  10%)  y  luego  se  evalu6  Ia  expresi6n
de  los  transcritos  de  la  via  de  sefializaci6n  mediante  RT-PCR  semicuantitativo.  Se
observaron  cambios  en  la  expresi6n  de  GLJ]  y  P7lc-I   (8)  Western  blot  y  analisis
densitom6trico  de  Ptc-1,  cuyos  niveles  son  disminuidos  despu6s  del  tratamiento
con  Cyc.  (C)  Niveles  de  expresi6n  de  la  proteina  Shh  en  las  poblaciones  STRO-1
(+)   y   STRO-1    (-)    revela    mayores   niveles   de   Shh   en    HPLSC.    (D)    im5genes
representativas    de    ALPA    de    las    c6lulas   C3H-10T1/2    2    tratadas    con    medio
condicionado  (MC)  de  las  c€lulas  STRO-  1  (+)  6  STRO-1  (-).    Porcentaje  de  c€lulas
ALPA  (+)  en   respuesta  a   los  tratamientos  indicados  (E).   Como  controles  fueron
utilizados  los  agonistas  Shh  o  purmorfamina  y  el  agonista  Cyc.  *  p  <0,01  **  p  <.
0.001  ***  p  <0,0001.  Barra  de aumento  equivale  a  200Lim.
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3.4.  Las c6Iulas STRO-1  (+)   tienen cilios primarios,  un centro de

sefializaci6n hecesario para la transducci6n de Slih

Considerando  e[  importante  ro]  de[  ci]jo  primario  en  [a  activaci6n  de  la  via

de Shh  en  los vertebrados  (Wong y Re;.tar,  2008)  se  evalu6  su  presencia

en  las  HPLSC/progenitoras.  En  ausencia  del  ligando  Shh,  Smo  se  localiza

en  el  citoplasma  celular,   Por  el  contrario,  Smo  se  enriquece  en  el  cilio

primario  en  presencia  de  Shh  /Rohafg/. y co/.,  2007,'  Wang y co/,, 2009).

Los  cilios  primarios  fueron  detectados  en  las  HPLSC  por  la  expresi6n  de

tubulina   acetilada,   que   es   un   marcador   de   cilio   primario   y   mediante

microscopfa  electr6nica  de  barrido   (Fig.   11  A-A',  8).   Posteriormente,

con   el   objetivo   de   evaluar   el   enriquecimiento   de   Smo   en   los   cilios

despu6s  del  estfmulo  con  Shh,   Ias  c6lulas  fueron  transfectadas  con  un

constructo   de   expresi6n   silvestre   smo-flag   (smo-wt).   En   condiciones

control  la  marca  que se distribuy6  por todo el  citoplasma  (Fig.  11  C).  En

tanto,  una  vez  que  las  c6Iulas fueron  estimuladas  con  Shh,  se  observ6  Ia

concentraci6n  de  Smo  en  el  cilio  primarjo  (Fig.   11  D).   Para  confirmar

que  efectivamente  son  las  c6lulas  STRO-1(+)  en  las  que  se  observa  el

reclutamiento  de Smo  en  el  cilio,  se  hicieron  triples  marcajes  para  STRO-

1,   Smo   y  t:ubulina   acetilada,   confirmando   la   localizaci6n   subcelular  de

Smo  en  presencia  de  los  agonistas  farmacol6gicos  Shh  o  purmorfamina

(Fig.  12 A,  8 y C).  Como  control,  se utiliz6  una forma  mutante activa  de

Smo  (SmoA1)  que se  localiza  exclusivamente en  el  cilio  primario  (Fig.  12

D),    Basandose    en    estas    observaciones    se    concluye    que    HPLSC/

progenitores,  responden  activament:e a via  de seFializaci6n  Shh/Gli.
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Figura  11.  Las  HPLSC/progenitoras  tienen  cilio  primario,  un  centro  de
seFializaci6n   necesario   para   la  transducci6n   de  sefiales  de  Shh/Gli  y
responden  a  la  via  al  movilizarse  Smo  a  la  punta  del  cilio.  (A)  Imagenes
de  la  inmunotinci6n  para  tubulina  acetilada  que  marca  los  cilios  primarios  en  las
HPLSC.   (A')   Mayor  amplificaci6n   de   una   sola   celula  con   su   cilio   primario.   (8)
Im5genes  tomadas  en  el   microscopio  electr6nico  de   barrido  que  muestran   un
cilio  primario.  (C)  HPLSC fueron  transfectadas con  smo-wt-tag  y  luego  se  hizo  la
doble  inmunotinci6n   para  tubulina  acetilada  y  flag.   Im5genes  de  las  c6lulas  en
medio  control  o  (D)  tratadas  con  Shh  (3,3  Lig  /  ml).  Barra  de  aumento  equivale
a    (8)  5Llm.  (D)  20  urn.
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Fjgura  12.  Las  HPLSC/progenitoras  STRO  -1(+)  responden  a  la  via  al
movilizarse  Smo  a  la  punta  del  cilio.  HPLSC  fueron  transfectadas  con  smo-
wt-flag   y  se   hicieron   triples  marcajes  para   STRO-1,   tubulina   acetilada  y  flag.
Imagenes  representativas  en  las  c6lulas  en  (A)    medio  control  6  (a)  tratadas
con    Shh    o    (G)    purmorfamina.    Las    c6lulas    STRO-1    (+)    tambi6n    fueron
transfectadas   con   una   forma   activada   del   Smo   (SmoA1),   Barra   de   aumento
equivale a  20  urn.
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3.5. Shh estimu[a la pro[iferaci6n de ]as c6]ulas STRO-1(+)

Se evalu6  la  respuesta  proliferativa  de las c6lulas STRO-1  (+)  despu6s de

48   horas   de   estimulaci6n   con   Shh   recombinante   en   medio   or-MEM   o

inhibici6n  con  Cyc,  en  presencia  de SFB  10% y  un  pulso  de  20  horas  con

Brdu,    ya    que    previamente    se    evidenci6    un    tiempo    estimado    de

duplicaci6n  de  24  horas.  Una  vez  cuantificado  el   porcentaje  de  c6Iulas

que  incorporan  Brdu y las que expresan el antfgeno  Ki67, se evidenci6  un

incremento  estadfsticament:e  significativo  tanto  de  las  c6lulas  Brdu(+),

como  de  las  c6lulas  Ki67(+)  y  las  doble  positivas  en  presencia  de  Shh  y

lo  opuesto  se  obtuvo  con  el  antagonista  Cyc  (Fig,  13  A-G).  Este  efecto

se observ6 s6lo en  HPLSC/progenitoras,  ya  que  no se detectaron cambios

proliferativos  ni  en  los cultivos  heterog6neos  ni  en  las  c6lulas   STRO-1  (-)

(Fig.  14 A-G),  Con  base  en  estos  resultados se  concluye  que  Shh  tiene

un claro efecto  mitog6nico sobre las HPLSC/progenitoras.
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Figura  13.  Las  HPLSC/progenitoras  STRO  -1(+)  aumehtan  su  proliferaci6n  en
respuesta  a  la  via  Shh/Gli.    Las  c€lulas fueron  tratadas  durante  48  horas  en  cultivo
con  Shh  (3,3  ug/ml)  o  Cyc  (10uM),  incluyendo  un  pulso  de  Brdu  durante  las  dltimas  20
horas.  Se  hizo  inmunofluorescencia  para  Brdu  y  el  antigeno  de  proliferaci6n  Ki67.   (A)
Im5genes  representativas  de  c€lulas   (+)  en  el  medio  sin  SFB    (8)  Tratamiento  de  Shh
en  el  medio  de  cultivo  sinsFB.   (C)  las c6lulas en  los  medios de  cultivo  con  SFB   (D)  o el
tratamiento  Cyc  en  presencia  de  SFB.    Cuantificaci6n  de  las  c€lulas  (E)  Brdu  (+)  (F)
Ki67  (+)  (G)  doble  (+)  para  Brdu  y  Ki67.  La  cuantificaci6n  de  las  c€Iulas  (+)  se  expresa
como   un   porcentaje  del  total  de  celulas  DAPI   (+)   ***   p   <0,001.   Barra  de  aumento
equivale  a  50LJm.
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Figura   14.   Ni   los  cultivos  heterog6neos  de  LPH   hi   las  c6lulas  STRO-1(-)
cambian  su  proliferaci6n  en  respuesta  a  la  via  Shh/Gli.    C€lulas  obtenidas  a
partir  de  LPH  o  c6lulas  STRO-1(-)  fueron  tratadas  durante  48  horas  en  cultivo  con
Shh  o  Cyc en  las concentraciones  indicadas,  incluyendo  un  pulso  de  Brdu  durante  las
dltimas    20    horas.    Se    hizo    inmunofluorescencia    para    Brdu,        el    antfgeno    de
proliferaci6n  Ki67  y  se  midi6  la  reducci6n  de  MTS.  (A)  Cuantificaci6n  de  las  celulas
de  LPH  Brdu  (+)  tratadas  con  Shh  (ug/ml)  o  Cyc  (uM)  en  presencia  de  SFB  6  (a)
tratadas  con   Shh  sin     SFB  (C)  Cuantificaci6n  de   la  actividad  de  deshidrogenasas
mitocondriales,   producto  de     la   reducci6n  de  MTS  en  c6lulas  STRO-1(-)  48   horas
despu€s de  los tratamientos  indicados.  (D,  E)  Cuantificaci6n  de  las  c€lulas  STRO-1(-
)   Ki67   (+)   y   Brdu   (+)   tratadas  con   Cyc   La   cuantificaci6n   de   las   c6Iulas   (+)   se
expresa   como   un   porcentaje   del   total   de   c€lulas   DAPI   (+)   (F,   G)   Imagenes
representativas   de   inmunofluorescencia      para   Brdu   y   Ki67.   Barra   de   aumento
equivale a  50um.
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3E6.  Shh  estimula  la  diferenciaci6n  6sea/cementoblastica  de  fas

c6lulas STRO-1(+) y  STRO-1(-)

El  proceso  de  diferenciaci6n  al  Iinaje  6seo  es  altamente  regulado  y  se

lleva   a   cabo   por   el   compromiso   de   las   c6lulas   troncales   hacia   los

diferentes      estadfos      de      maduraci6n      osteoblastica/cementoblastica

involucrando  la   participaci6n  de  diversos  fact:ores  de  transcripci6n   que

controlan  este  proceso  (Fig. 3).  Dado que  las c6lulas osteoprogenitoras y

los   osteoblastos    inmaduros   secretan   fosfatasa    alcalina    antes   de    la

mineralizaci6n  frvanct. y co/.,  2008),  se  cuantific6  la  ALPA como  marcador

temprano  de  la  diferenciaci6n  hacia  el  linaje  6seo/cemento  e  igualmente

se   uti[iz6   la   medici6n   del  dep6sito  de  ca]cio  como   un   indicador  de  su

diferenciaci6n  terminal.  Para  determinar estos  par5metros  se  uso  la  lfnea

celular de  osteosarcoma  humano  Saos-2  como  control  positivo.  En  estas

c6Iulas   se   evidenciaron   niveles   de   ALPA   basales   estables   durante   el

tiempo  de  diferenciaci6n,  adn  en  presencia  de  medio  osteog6nico  y  el

dep6sito  de  calcio  como  se  ha  reportado  previamente  („cQu/.//an  y  co/.,

J995)  (Fig.  15 A, 8).

Con  el  objetivo  de  evaluar  la  funci6n  de  la  via  Shh  en  la  diferenciaci6n  al

linaje 6seo/cemento  los cultivos  heterog€neos de  LPH  y las c6lulas STRO-

1(+)  y  (-)  fueron  incubadas  durante  7,   14  y  21  dfas  en  presencia  del

inhibidor  Cyc.    Tanto  las  c6lulas  STRO-1(-)  como  STRO-1(+)  incubadas

con    medio   basal   evidenciaron    una   ALPA   estable   durante   el   tiempo

cuantificado  y  que  en   presencia   de  solo   medio  osteog6nico  disminuye

paulatinamente    (Fig.     15    C,    D),    En    las    c6lulas    STRO-1(-),    que

corresponden    en    su    mayor fa    a    c6lulas   osteoprogenitoras   o   c6Iulas
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comprometidas  en  el  camino  de  diferenciaci6n  al  linaj.e  6seo/cemento,  el

tratamiento   con   Cyc   en   presencia   de   medio   osteog6nico   disminuy6

significativamente  la  ALPA  en  el  dfa  7  de  diferenciaci6n  (Fig.  15  C).  Por

el    cont:rario    en    las   c6Iulas   STRO-1(+)    que    corresponden    a    c6Iulas

HPLSC/progenitoras,   incubadas con  medio  osteog6nico y Cyc,  se vio  una

disminuci6n   de   la   ALPA  en   los   dias   1   y  4,   permaneciendo   estable   e

incluso aumentando en  los dfas 7 y 14   (Fig.  15 D).

Posteriormente,  se  cuantific6  el  dep6sito  de  calcio  durante  los  dfas  7,  14

y  21  de  diferenciaci6n  en  ambas  poblaciones  celulares.   Se  observ6  en

presencia  de  medio  osteog6nico y  Cyc,  una  disminuci6n  estadfsticamente

significativa  en  el  dep6sito  de  calcio  a  los  14  dfas,  en  ambas  poblaciones

celulares STRO-1(-)  Y STRO-1(+)  (Fig.15  E,  F).

A continuaci6n se evalu6  Ia expresi6n  de varios genes  relacionados con  el

proceso    de    diferenciaci6n    al    linaje    6seo/cemento,    en    los    cultivos

heterog6neos   obtenidos   a    partir   de   LPH.    Las   c6Iulas   incubadas   en

presencia    del    inhibidor    Cyc    y    medio    osteog6nico,    presentaron    un

aumento de la expresi6n de  los transcritos de ROwX2 y OSX  en  los dfas 7

y  14  y  una  disminuci6n  del  transcrito  de A£P con  respecto  al  control  con

solo  medio osteog6nico  (Fig  16 A-D)I

Finalmente  se  determin6  la  expresi6n  del  transcrito  de  SHH  durante  la

diferenciaci6n,   mostrando un aumento notable en  presencia  de Cyc tanto

a  los 7 como a  los  14 dfas (Fig.  16 A, E).

Por  otra  parte  los  niveles  de  protefna  Shh  fueron  evaluados  durante  la

diferenciaci6n   temprana   hacia   el   lina].e   6seo/cemento   en   las   c6Iulas

STRO-1(+),  Estos  niveles  aumentaron  significativamente  en  presencia  de

56



solo  medio osteog6nico  despu6s de 4 dfas de  incubaci6n  (Fig,  17)  lo  que

sugiere  una  modulaci6n  de  los  niveles  de  la   proteina  en   presencia  del

medio osteoinductivo.

Finalmente  y  debido   a   la   evidente   respuesta   a   la   via   de  sefializaci6n

Shh/Gli   durante   la   diferenciaci6n   6sea/cementoblastica   de   las   c€lulas

STRO-1(-),  se  evalu6  la  expresi6n  de  los  transcritos  de  G£JJ  y  G£J2  en

estas    c6Iulas,    observando    una    disminuci6n    del    transcrito    de    G£JJ

posterior   al   tratamiento   con   Cyc   (Fig.    18   A),   Io   que   sugiere   una

respuesta    a    la    via    de   sefializaci6n.    Ademas    las   c6lulas   STRO-1(-)

presentan  cilios  primarios  y  responden  con   la   re-Iocalizaci6n  subcelular

de  Smo,  cuando  son  transfectadas  con  smo  ex6geno  y  tratadas  con  el

agonista  purmorfamina  (Fig.  18 8, C).

Estos     resultados    sugieren     una     posible     influencia     de    Shh    en     la

diferenciaci6n   de   las   c6Iulas   del   ligamento   periodontal   humano   hacia

osteoblastos/cementoblastos maduros.
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Figura  15.  La via de sefializaci6n  Shh/Gli  participa en  la diferenciaci6n  al  linaje
6seo  de  las  c6lulas  del  LPH.  (A)    Niveles  de  activjdad  de  fosfatasa  alcalina  (ALPA)  y
(8)   calcio  depositado  en   c€lulas  Saos-2.   En   las  c6lulas   obtenidas  de   LPH,   ALPA  fue
cuantificada  durante  los  tiempos  y  medios  indicados,    para  las  c6lulas:  (C)  STRO-1(-)  y
(D)   STRO-1(+).   El   dep6sito  de  calcio  fue  cuantificado  durante   los  tiempos  y   medios
indicados,  se  evidencia   una   disminuci6n  significativa  en  el  dep6sito  de  calcio  a   los   14
dfas,  con  el  tratamiento  con  Cyc  para  las  c6Iulas  (E)  STRO-1(-)  y  (F)  STRO-1(+),    *  p
0,01  **,   p   0.001  ***,  p  <0,0001.  0=  medio osteog€nico   Cyc=  Ciclopamina  10  LIM.
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A

Figura   16.   En   los  cultivos   heterog6neos  de  LPH  Shh  actda  sabre  los  progehitores  y
osteoblastos  inmaduros.  Cultivos  heterog6neos  obtenidos  del  LPH  fueron  incubados  con  medio
osteog6nico  durante  14  dias  y  tratados  con  el  antagonista  Cyc.  (A)  RT-PCR  semicuantitativo  para
los  transcritos  RUIVX2,  OSX,  A£PA,   SHH  Y  GAPDH.   (8)  Cuantificaci6n  de  la  expresi6n  relativa  del
transcrito  de  RUNX2  que  aumenta  significativamente  con  el  tratamiento  con  Cyc.  (C)  Cuantificaci6n
de  la  expresi6n  relativa  del  transcrito  de  OSX  que  aumenta  significativamente  con  el  tratamiento
con  Cyc.   (D)  Cuantificaci6n  de  la  expresi6n   relativa  del  transcrito  de  ALPA  que  disminuye  con  el
tratamiento  con  Cyc.  (E)  Cuantificaci6n  de  la  expresi6n  relativa  del  transcrito de  SHH  que  aumenta
significativamente   con   el   tratamiento   con   Cyc.   La   cuantificaci6n   relativa   corresponde   al   an5lisis
densitom6trico  con  respecto  a  la  expresi6n  de  GIAPDH,  a  los  controles  se  les  asfgn6  el  valor  de  1  a
las  unidades  relativas  de  intensidad,    *  p  <0,01.  A[P=  fosfatasa  alcalina,  OSX=6sterix,  8=  medio
basal,  0=  medio osteog6nico.
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4.  DISCUSION

Una    pregunta    importante    y    adn    sin    dilucidar    en    la    regeneraci6n

periodontal   es   la    identificaci6n   de   los   mecanismos   moleculares   que

controlan      la      proliferaci6n     celular     y/o     diferenciaci6n     de     HPLSC/

progenitoras,   ya   que   su   presencia   en   el   LPH    ha   permitido   generar

terapias  celulares  para  la  regeneraci6n  de  los  tejidos  que  componen  al

periodonto   e    incluso   ser   fuente   de   c6Iulas   mesenquimales   para    la

regeneracji6n de otros tej.idos (Huang y col.,  2009;  Feng y col.,  2010,  Lin

y  co/„  2008  y  2009J,   Este  trabajo   muestra   por  primera  vez  que   las

HPLSC/progenitoras,     son     capaces     de     responder    a     los     estfmulos

mitog6nicos de Shh.  Se obtuvieron y se caracterizaron  c6lulas a  partir del

LPH,  asf  como  se  logr6  la  separaci6n  /.n  v/.fro  de  2  poblaciones  celulares

STRO-1  (+) y STRO-1  (-).

Las c6Iulas que se  identificaron  como  HPLSC/progenitoras son  adherentes

a  la  superficie  de  cultivo,  expresan  los  marcadores  de  c6Iulas  troncales

mesenquimales  STRO-1  y  MUC18/CD146  y  no  expresan  marcadores  de

diferenciaci6n   6sea   en   condiciones   basales   (colageno   tipo   I,   Rc-PTH,

osteonectina  y  Runx2).  Por el  contrario,  los  marcadores  de  diferenciaci6n

6sea,   inicialmente   abundantes   en   los   cultivos   heterog6neos   antes   de

aislamiento   magn6tico,   se   conservaron   principalmente   en   la   poblaci6n

STRO-1(-),  dando cuenta  de  un  mayor grado  de compromiso y capacidad
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de   diferenciaci6n    al    linaje   6seo/cemento,   ya    que    la    gran    mayor fa

expresan el factor de transcripci6n Runx2 (Mar/.e, 2008J.

De  la   misma   manera  que  en  el  modelo  usado  en  este  trabajo,  se  ha

reportado antes que  las c6lulas aisladas inmunomagn6ticamente tienen  el

potencial   de   diferenciarse  a  varios  linajes,   entre   estos  6seo/cemento,

ad.iposo  y  neuronal  (Seo  y  col.,  2004;    Xu  y  col.,  2009;   Psaltis  y  col.,

20ZO  j.    Adem5s  se  compararon  los  potenciales  de  diferenciaci6n  entre

las   poblaciones   celulares   STRO-1(+)    y   STRO-1    (-),   observando   un

potencial  importante  hacia  el  linaje  6seo  de  las  c6lulas  STRO-1(-),  que  es

consistente   con   la   expresi6n   de   los   niveles   de   marcadores   6seos   en

condiciones  basales  y  que  al  ser  incubados  con  medio  osteog6nico,  se

observa   un   mayor  dep6sito  de  calcio  que   las  c6Iulas  STRO-1(+).   Con

respecto   a   la   diferenciaci6n   al   linaje   adiposo,   las   c6lulas   STRO-1(+)

mostraron  una  capacidad  evidente  para  formar  adipocitos,  mientras  que

en  las c6Iulas STRO-1(-)  esta  diferenciaci6n fue cast inexistente.

En    conclusj6n,    Ias    c6lu[as    aisladas    inmunomagn6ticamente    con    e[

anticuerpo   STRO-1,   poseen   caracteristicas   de   c6lulas  troncales   por   la

expresi6n  de  los  marcadores  STRO-1  y  MUC18/CD146,    la  formaci6n  de

colonias  fibroblastoides  en  condiciones  de  muy  baja  densidad  celular  y

tienen  el  potencial  de diferenciarse a varios lina].es j.n  v/.fro.

Con  respecto  a  los  componentes  de  la  via  de  sefializaci6n  Shh/Gli,   Ias

HPLSC/progenitoras  expresaron   los  componentes  de   la  via,   incluyendo

todos   los   factores   de   transcripci6n   G[J,   Ademas   fueron   capaces   de

responder activamente  a  Shh ya  que  estas  c6Iulas  mostraron  una  mayor

expresi6n  de  P7lc-I  y  G£JJ  (genes  blancos  de  la  via)  con  el  tratamiento
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con  Shh  o  una  disminuci6n  de  los  mismos genes despu6s de  la  incubaci6n

con  el  inhibidor  Cyc.  Del  mismo  modo,  se  observ6  una  menor  expresi6n

de  los  niveles  de  protefna  Ptc-1  en  el  tratamiento  con  Cyc.  Ademas  se

mostr6  la  presencia  de    cilio  primario  en  las  c6lulas  STRO-1  (+).  EI  cilio

primario   es   considerado   como   una   verdadera   antena   de   seFializaci6n

utilizada  por  las  c6Iulas  de  los  vertebrados,  incluyendo  a  los  humanos.

Las    vfas     de    sefializaci6n     hasta     el     momento     reportadas,     cuyos

componentes   se    concentran    en    el    cilio    primario    son    el    factor   de

crecimiento  derivado  de  las  plaquetas  (PDGF),  Wnt y  Shh  fchrr.sfer}sen  y

Off,   2007J.       En   este   organelo   celular   se   evidencia   un   mecanismo

sofisticado,  mediante  el  cual  Ias  c6lulas  pueden  sensar  y  concentrar  los

componentes de  las vfas  de  sefializaci6n  para  llevar a  cabo sus funciones

en  la  expresi6n  g6nica.  Esto  incluye el tr5fico de  protefnas y el transporte

intraflagelar  dentro  del  cilio   primario,   necesarios  e  indispensables  para

transportar   a   las   protefnas   que   requieren   concentrarse   y   generar   la

respuesta  celular  a   las  sefiales  que  recibe.   /Goefz  y  Ar}derson,  20JO,`

Wong y Re/.tar,  2008J.  EI  cilio  primario,  es  necesario  para  la  sefializaci6n

de  HH,  ya  que  no se  han  podido  detectar protefnas  Gli  activadoras en  los

mutantes  que  carecen  de  cilios.  Igualmente,  Ios  hallazgos  reportados  en

ciliopatfas    en    humanos    como    la    polidactilia    en    pacientes    con    los

sfndromes  de  Bardet-Bield   y  Meckel,  que  han  sido  atribuidos  a  defectos

en  la  seFializaci6n  de  HH;    el  sfndrome  de  Joubert,  en  el  que  uno  de  los

sfntomas   es   la   ataxia,   debido   a   la   hipoplasfa   cerebelar  atribuida   a   la

dependencia  de  HH  y  por  dltimo  la  fibrosis  quistica  en  el  rifi6n  rGoefz  y

Ar}dersor},     20JOJ.     Cabe     anotar    que     adn     faltan     por    determinar
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molecularmente   los   mecanismos   mediante   los   cuales,   defectos  en   los

componentes  del   cilio   primario   o   protefnas  del  transporte   intraflagelar

llevan  a  generar estos fenotipos similares  a  los defectos que  produce  una

alteraci6n  en   la  sefializaci6n  de  Hh/Gli   (Caspary  y  co/.,  2007,.   Wor}g  y

Reiter, 2008; Wong y col., 2009;  Goetz y Anderson, 2010).

De   acuerdo   con   estudios   previos   en   otros   modelos   de   mamiferos,

despu6s  de  la  transfecci6n  transitoria  de  las  c6Iulas  HPLSC/progenitoras

con  el  constructo  de  expresi6n  smo-wt   y  la  estimulaci6n  con  Shh  o  una

forma  activadora  de  Smo,  el  smo  ex6geno  se  localiz6  en   la   punta  del

cilio,  concentraci6n  que  es  necesaria  para  la  activaci6n  de  la  via  a  trav6s

de los factores Gli activadores (Rohafg/. y co/„ 2007,`  Wang y co/., 2009J.

La  expresi6n  de  Ios  componentes  de  la  via  Shh/Gli,  los  cambios  en  los

genes   blancos   despu6s   de   los   tratamientos   farmacol6gicos   con    los

agonistas  y  el   antagonista   de   Shh,   la   presencia   de  cilio   primario  y   la

concentraci6n  subcelular  de  smo  bajo  el  estfmulo  de  Shh,  prueban  que

las   c6lulas   STRO-1   (+),   constituyen   una   nueva   poblaci6n   de   c6Iulas

troncales/progenitoras  mesenquimales  capaces  de  responder  a  la  via  de

Shh/Gli.

Por  primera  vez  se  reporta  que  Shh  actda  como  un  mit6geno  para   la

poblaci6n  de  c6lulas  STRO-1  (+),  puesto  que  se  vio  un    aumento  de  la

incorporaci6n  de  Brdu  y  del  antfgeno  Ki67  despu6s  del  tratamiento  con

Shh.  Sorprendentemente,  incluso  en  presencia  de  altas  concentraciones

de  SFB  (100/o)  el  antagonista  Cyc fue  capaz  de  disminuir  la  incorporaci6n

de                Brdu                y                la                expresi6n                de                Ki67.

Estos  resultados  indican  una  funci6n  de  Shh  en  la  modulaci6n  de  la  auto-
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renovaci6n  de  la  poblaci6n  de  c6Iulas  progenitoras  en  el  LPH.  En  cuanto  a

la  fuente  de  la  protefna  Shh,  tanto  las  c6lulas  STRO-1  (+)  como  STRO-1

(-)  expresan  la  protefna  Shh  act:iva  (N-terminal).  Sin  embargo,  Shh  se

detect6  principalmente en  la  poblaci6n  STRO-1  (+).  La  actividad  funcional

de  la  protefna  Shh  secretada  por  las  c6lulas  de  LPH    se  evalu6  utilizando

la    lfnea    celular    reportera    para    Shh     (C3H-10T1/2).     Este    enfoque

experimental  mostr6  un  aumento  significativo  en  la  ALPA  de  las  c6Iulas
`

C3H-10T1/2,  despu6s  del  tratamiento  con  los  medios  condicionados  que

proven fan     de     las     c6lulas     STRO-1(+).     Por    lo    tanto,     Ias     HPLSC/

progenitoras,  a  trav6s  de  la  secreci6n  de  Shh,  pueden  modular  su  auto

renovaci6n   por   lo   que   Shh   podrfa   actuar   como   un   factor   de   nicho

fisiol6gico.

Posteriormente,  se  evalu6  Ia  funci6n  de  la via  Shh/Gli  en  la  diferenciaci6n

al  Iinaje 6seo/cemento de las c6Iulas mesenquimales  presentes en el  LPH,

teniendo en  cuenta  que existen  reportes  previos que vinculan esta via  de

sefializaci6n  en  la  diferenciaci6n  osteoblastica  tanto  en  los  procesos  de

formaci6n  6sea  endocondral  como  intramembranosa  durante el desarrollo

embrionario  e  incluso  en  la  home6stasfs  de  este  tejido  durante  la  vida

aduta (Van  der Horst G y col., 2003;  Ohba y col.,  2008;  Kingston y col.,

2008;  Mak y col., 2008).

En  las poblaciones celulares STRO-1(+) y STRO-1(-)  existe una  expresi6n

basal  de ALPA  como  se  ha  reportado  en  la  literatura  previamente  (Seo  y

co/„  2004,'  Ivar}c/. y co/,,   2008J.  Esta  actividad  es  requerida  para  que  las

c6Iulas en  presencia  de fosfatos  inorganicos, dexametasona y vitamina  C,

sean    capaces    de    producir   matriz   extracelular   que    finalmente   sera
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calcificada.   La   ALP   libera   iones   fosfato   inorganico,   necesarios   para   la

nucleaci6n  de  cristales  de  hidroxiapatita  que son  el  componente  principal

de  la  matriz  inorganica  de  todos  los  tejidos  mineralizados  en  el  humano

(Bonucci,  2002;  Nanci y col.,  2008;  Dorozhkin,  2009).

Con   el   tratamiento   con   el   antagonista   Cyc   en   presencia   de   medio

osteog6nico,  se  observ6  una  disminuci6n  significativa  de  la  ALPA  a  los  7

dias,  en  las c6Iulas STRO-1(-)  que en su  mayor fa se componen  de c6Iulas

osteoprogenitoras o  en  camino a  la  diferenciaci6n  al  lina].e 6seo/cemento;

lo  que  probablemente  sugiere  una  inhibici6n  en  la  diferenciaci6n  de  las

c6lulas  STRO-1  (-)  por  la  ausencia  de  Shh.  Ademas,  en  las  c6lulas  STRO-

1(-)  tratadas con  el  inhibidor Cyc se observ6  una  disminuci6n  signifjcatjva

en el dep6sito de calcio en el dfa  14,  mostrando un  efecto  inhibitorio en  la

funci6n  de  estas  c6Iulas  terminalmente  diferenciadas,  que  es  el  dep6sito

de  calcio.  Por  el  contrario  en  el  dfa  21  el  dep6sito  de  calcio  no  mostr6

diferencias    significativas   entre    las   c€lulas   tratadas   solo    con    medio

osteog6nico  y   las   incubadas  con   Cyc,   lo   que   sugerirfa   un   mecanismo    .

compensat:orio  de  la  inhibici6n  de  Shh  durante  la  diferenciaci6n  tardfa  al

linaje  6seo/cemento.     Cabe   mencionar  que  ademas  de  observar  esta

respuesta     inhibitoria    de    la    diferenciaci6n    6sea/cementoblastica    en

ausencia      de   la   via   Shh   en   las   c6lulas   STRO-1(-),   se   comprob6   su

capacidad  de  respuesta  a  la  via  por  la  disminuci6n  de  transcrito  de G£JJ,

posterior al tratamiento con  Cyc,  asf como  la  presencia  de cilios  primarios

y  la   localizaci6n  subcelular  de  Smo  ex6geno  despu6s  del  estfmulo  con

Pur.

Por otra  parte,  se  observ6  una  inhibici6n  en  el dep6sito  de calcio despu6s
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del  tratamiento  con  el  Cyc  en  las  c6Iulas  STRO-1(+)  en  el  dfa   14.  Esta

inhibici6n  en  el  dep6sito  de  calcio  en  ambas  poblaciones  en  ausencia  de

Shh, es consistente con  previos reportes en los que en otros modelos Shh

incrementa   el   dep6sito   de   calcio,   la  ALPA  y   la   osteocalcina.   (Van   der

Horst G y col., 2003;  Ohba y col., 2008;  Kingston y col., 2008).

Por  el  contrario  el  efecto  de  la  via  Shh  en  la  ALPA  de  las  c6lulas  STRO-

1(+)  es diffcil  de  interpretar,  dado  que  estas  c6Iulas tienen  una  actividad

basal   de   ALPA   due   se   mantiene   durante   el   tiempo   y   su   incremento

despu6s     de   la   incubaci6n   con   medio  osteog6nico  fue  significativa   con

respecto  al  medio  basal  solamente  los     dfas   1  y  4     de  diferenciaci6n,

tiempos  en  los  cuales  el  tratamiento  con  Cyc  llev6  a  la  disminuci6n  de

ALPA,  que  en  dfas  posteriores  es  recuperada.  Ademas,  la    disminuci6n  a

trav6s  del  tiempo  de  ALPA  no  fue  tan  evidente  como  si  lo  fue  en   las

c6Iulas STRO-1(-).   Probablemente este fen6meno sugiere que  las c6lulas

contindan  en  un  estado  indiferenciado  o  en  un  estado  de  diferenciaci6n

distinto  al  de  las  c6lulas  STRO-1(-)  y  que  el  efecto  de  la  jnhibici6n  de  la

via  que  se  observa  en  los  dias  1  y 4  es    recuperado  probablemente  por

mecanismos compensatorios.

Ademas,  se  observ6   que   la   via   de  sefializaci6n   Shh/Gli   influye  en   los

niveles  de  expresi6n  de  RUIVX2  y  OSX,  ya  que  el  tratamjento  con  Cyc,

aument6   significativamente   los   niveles   de      estos   transcritos   en   los

cultivos  heterog6neos  en  los  dfas  7  y  14.    EI  aumento  de  los  transcritos

de    genes    expresados    por   c6Iulas    osteoprogenitoras   y   osteoblastos

inmaduros  probablemente  indica  que  estas  c6lulas  dependen  de  la  via

Shh/Gli   para   continuar   su   proceso   de   diferenciaci6n.   Por   lo   tanto   el
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tratamiento   con   Cyc   hace   que   estas   c6lulas   no   avancen   al   siguiente

estadfo     de     maduraci6n.      Estos     resultados,      indican      que           Shh

probablemente  influye  en  la  transici6n  de  c6Iulas  osteoprogenitoras y  de

osteoblastos    inmaduros    hacia    su    completa    diferenciaci6n    al    linaje

6seo/cemento.

AI  evaluar  los  niveles  de  protefna  Shh  funcional  (amino-terminal)  en  las

c6lulas    STRO-1(+)     a     los    cuatro     dfas    de    diferenciaci6n     al     lina].e

6seo/cemento,  se  observ6  un  aumento  significativo  de  la  protefna  al  ser

incubadas   con   solamente   en   medio   osteog6nico,   Io   que   sugiere   que

probablemente  los  niveles de Shh son  regulados durante  la  diferenciaci6n

6sea/cementoblastica   y   necesarios   como   fuente   autocrina   o   paracrina

para  llevar a  cabo su funci6n en el  proceso de diferenciaci6n.

Estos     resultados     indican     que     Shh     probablemente     influye     en     la

diferenciaci6n  de  las  c€Iulas  HPLSC,   osteoprogenitoras y de  osteoblastos

inmaduros  presentes en  el  LPH,   llevando  a  su  completa  diferenciaci6n,  lo

que  necesariamente  implica  el  dep6sito  de calcio.   Ademas es  importante

mencionar  que  estos  resultados  sugieren  que  la  actividad  de  Shh  esta

acotada a  una ventana temporal determinada, que en este  modelo podria

estar  entre  los  dfas  7  y  14,  tiempo  durante  el  cual  la  via  influye  en  la

diferenciaci6n  de  las  c6lu[as.  Adicionalmente  ]a  actividad  de  la  protefna

podrfa   estar   interactuando   con   otras   vfas   de   sefializaci6n   que   son

indispensables  para  la  diferenciaci6n.  Tal  como  se  ha  reportado  en  otros

modelos,  exist:e  un  evidente  relaci6n  entre  la  Bmp-2  y  Gli  2,  puesto  que

Gli   2   tiene   la   capacidad   de   unirse   al   promotor   de   BMP-2   y   activar

transcripcionalmente  esta  via  que  finalmente  actda  sobre  genes  como
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runx2 (Takahito y col., 2002`, Zhao y col., 2006,).  AId.idionalmerite exjrsten

otras  vfas  de  sefializaci6n,  que  han  mostrado  ejercer  potentes  funciones

durante   el   proceso   de   diferenciaci6n   6sea   y   que   probablemente   se

integren  con  los  efectos  de  Shh.  Ademas  de  Bmp2,  Ia  via  Wnt  can6nica

es   esencia]       para   e]   compromiso   y   la   diferenciaci6n   hacia   el   linaje

osteoblastico  rpy.£ers y co/.,   2008j.  La via  Wnt ha  mostrado  promover  la

expresi6n  de  Runx2  y Alpa  /.n  v/.fro  y  en  modelos  /.n  vt.vo  ha  evidenciado

que  su  activaci6n  lleva  a  un  incremento  en  la  masa  6sea  y    cuando  es

inhibida  se  presenta  p6rdida  6sea.    Existe  ademas  un  sinergismo  entre

las sefiales de   Bmp y Wnt,  que  es  crftico  para  el  desarrollo  esquel6tico y

su  homeostasfs.  La  via  Wnt  can6nica  es  necesaria  para  la  inducci6n  de

hueso  a   partir  de     BMP-2  /.n   v/.vo  y   la   inhibici6n   de  GSK3,   uno  de   los

componentes   de   la   via   Wnt,   ha   mostrado   extender   el   efecto   de   la

duracj\6n de las seftales de F3mp.  (Millat y col.,   2009;  Rodriguez-Carballo

y   co/„      20JOJ.       Por   lo   tanto   explorar   los   mecanismos   que   est5n

involucrados en  la  integraci6n  de  las sefiales que  participan  en  el  proceso

de  diferenciaci6n  6sea,  determinar  la  ventana  temporal  y  concent:raci6n

de  cada  una  de  estas  sefiales,  incluyendo  a  Shh/Gli,  permitiria  generar

nuevas  alternatives  terap6uticas,   que   incluya`n   la   modulaci6n  de  estas

sefiales  en  el  tratamiento  de  patologfas  y  traumas    para  la  regeneraci6n

de] te].ido 6seo.

Finalmente,  Ios  resultados de este trabajo sugieren  que Shh  promueve  la

proliferaci6n  de  las  c6lulas  troncales/progenitoras  presentes  en  el  LPH  y

probablemente  modular fa  la  diferenciaci6n  de  c6lulas  comprometidas  en

el   Iina].e 6seo/cemento.
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4.1. Perspectivas

Aunque  en  este  traba].o  se  caracteriz6  Ia  actividad  mitog6nica  de  Shh  en

la  poblaci6n  de  c6lulas  troncales/progenitoras  presentes  en  el  LPH,  este

factor debe ser explorado como  un factor de  nicho  a  nivel  molecular para

estudiar los modelos de  regeneraci6n en  el  LPH,  Ios tejidos de soporte del

diente y ser utilizado  en  las terapias  celulares  regenerativas.  Por lo  tanto

se requiere de experimentos con  modelos /.n v/.vo que  permitan analizar la

funci6n   de   esta   protefna   a   nivel   fisiol6gico   en   este   tejido   adult:o,   Por

ejemplo,  la  inyecci6n  de  esferas  recubiertas con  agonistas o  antagonistas

de   la  via   de  Shh   en  el   ligamento  periodontal  de  ratas  en  condiciones

control,   en    las   que   los   tejidos   periodontales   se   encuentren   sanos.

Posteriormente,   evaluar  la   expresi6n   de  STRO-1   y   MUC18/CD146,     la

incorporaci6n  de   Brdu  y  el  antfgeno  de   proliferaci6n   Ki67.     Asi  mismo

generar   defectos   periodontales,   haciendo   ventanas   quirdrgicas   en   el

tercio  medio   radicular,   como  se   ha   reportado  anteriormente  /Leck/.c  y

co/.,  200Jj  y  luego  evaluar la  expresi6n  de  los  componentes  de  la via  en

ventanas  temporales  determinadas,  durante  el  proceso  de  cicatrizaci6n

de  los  defectos  creados,  para  analizar  la  funci6n  de  Shh  en  condiciones

similares a  [as  patologfas o traumas.

Por otra  parte,  el  establecimient:o  de  Shh  como  una  protefna  que  modula

la diferenciaci6n al  linaje 6seo  requiere ser mejor explorado, y   aunque se

observaron   import:antes  cambios  en  la  expresi6n  de  los  transcritos  de

RUIVX2  y  OSX  despu6s  del  tratamiento  con  Cyc    a  los  7  y  14  dfas  del

proceso  de  diferenciaci6n  6sea,  es  necesario  determinar  los  niveles  de

protefna   de   Runx   y   Osx,   en   estos   mismos   tiempos.   Igualmente   se
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requiere  evaluar  los  niveles  de  protefna  funcional  de  Shh  durante todo  el

proceso  de  diferenciaci6n  ya  se  evidenci6  una  inducci6n  de  la  expresi6n

de  Shh  con  la  incubaci6n  de  solamente  medio  osteog6nico.  Para  evaluar

el    efecto    autocrino    de    la    via,    se    requeriria    de    tratamientos    con

anticuerpos   que   bloqueen   la   serial   de   Shh   o   incluso   de   dominantes

negativos  que  inhiban  su  secreci6n  al  medio  de  cultivo,   bloqueando  un

posible  efecto  autocrino  de  esta  protefna  en  este  modelo.    Igualmente

serfa   necesario   cuantificar   la   cin6tica   de   los   niveles   de   esta   proteina

durante  la diferenciaci6n  en  las c6Iulas Si.RO-1(-).

Sera      necesario     tambi6n      observar     los      niveles     de      marcadores

osteo/cementoblasticos  en  etapas  tardfas  de   la  diferenciaci6n  como  el

colageno  tipo  I,     osteocalcina  y  osteopontina,  que   probablemente  den

cuenta   del   cambio  en  el  dep6sito  de  calcio  observado  despu6s  de   los

tratamientos con Cyc.

Ademas  para  determinar  la  ventana  temporal  de  acci6n  de  Shh  durante

la   diferenciaci6n   6sea,   se   requiere   hacer   experimentos   de   inhibici6n

farmacol6gica  durante  la  primera  y  segunda  semanas  de  diferenciaci6n,

retirar  los  inhibidores  del  medio  de  cultivo  y  evaluar    durante  la  tercera

semana  del  proceso de diferenciaci6n   la  expresi6n  de  los transcritos y /o

protefnas  para  Runx2,  Osx,  Colageno tipo I,  Osteopontina y Osteocalcina.

Por   dltimo,   para   evaluar   la   especificidad   de   la   acci6n   de   Shh   sobre

ost:eoblastos  inmaduros,  es  necesario  observar  el  efecto  de  Shh  durante

la  tercera  semana  de  diferenciaci6n,   tratando  las  c€Iulas  con  el  inhibidor

o  los  agonistas   de  la  via  solo  durante  la  tercera  semana  del  proceso  de

diferenciaci6n.
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5. CONCLUSIONES

5.1.   Se  lograron  obtener  cultivos  celulares  viables  a   partir  de  terceros

molares    incluidos    de    ligamento    periodontal    humano.    Estas    c6lulas

expresaron  marcadores  mesenquimales  y  tienen  una  baja  proporci6n  de

c6lulas troncales  (50/o)

5,2.  Se  lograron  aislar y caracterizar las c6lulas troncales  mesenquimales

STRO-1(+)  presentes  en  el  ligamento  periodontal  humano.  Estas  c6lulas

son    clonog€nicas,    expresan    marcadores    caracteristicos    de    c6lulas

troncales y tienen el  potencial de diferenciarse a varios linajes.

5.3.       Las   c6lulas   troncales   mesenquimales   STRO-1(+)   expresan   los

componentes de  la via  de sefializaci6n  Shh/Gli, son  capaces de  responder

a   la   ganancia   o   p6rdida   de   funci6n   farmacol6gica.   Asf   mismo,   estas

c6lulas  poseen  cilios  primarios,  en  los  cuales  se  observ6  una  loca]izaci6n

subcelular de Smo,  una vez son tratadas con agonistas de la via.

5.4.  Shh  tiene  una  funci6n   mitog6nica  especifica  sobre  la   poblaci6n  de

c6lulas   troncales/progenitoras   presentes   en   el    ligamento   periodontal

humano.
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5.5.  Se evidenci6  un  menor dep6sito  de  calcio  en  las c6lulas tratadas con

el     inhibidor     Cyc     durante     el     proceso     de     diferenciaci6n     al     linaje

6seo/cemento tanto   en  las c6lulas   STRO-1  (+)  como en  las STRO-1(-).

5.6.   Se   logr6   establecer   que   Shh   influye   en   la   diferenciaci6n   de   las

c6lulas     osteoprogenitoras     y     osteoblastos     inmaduros,     durante     la

diferenciaci6n  al  linaje 6seo.
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