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RESUMEN

Las células troncales mesenquimales y progenitoras residentes en el
ligamento periodontal humano constituyen una poblacién de células
troncales adultas con caracteristicas similares a las células troncales
mesenquimales de la medula 6sea que son capaces de diferenciarse a varios
linajes. Considerando su importante papel en la regeneracién periodontal, es
de suma importancia la identificacion de los factores que controlan su
proliferacién y diferenciacion. Sonic hedgehog (Shh) corresponde a una
proteina que pertenece a la familia de proteinas Hedgehog (Hh) y juega un
papel clave durante la embriogénesis, organogénesis y la homeostasis de
algunos tejidos. Adicionalmente a las funciones antes mencionadas, la
sefializacién mediada por Shh juega un papel primordial en la odontogénesis
tempranana. Estudios recientes han identificado la expresién de
componentes de la via de sefializacion de Shh en la vaina epitelial radicular
de Hertwig y el mesénquima dental proliferativo durante la formacion
radicular. Sin embargo, el papel que juega la via de Shh en el ligamento
periodontal humano adulto es, hasta el momento, desconocido.
Considerando la funcién de Shh sobre la proliferacién de células troncales y
progenitoras en diversos tejidos, el propédsito de esta tesis fue el analizar la
posible funcién de esta via de sefializacién sobre la proliferacién vy

diferenciacion hacia el linaje 6seo de las células troncales y progenitores del
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ligamento periodontal humano adulto. En este trabajo, se logré demostrar,
por primera vez, que Shh actia como mitdgeno sobre células
troncales/progenitoras mesenquimaticas presentes en el ligamento

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

Human Periodontal Ligament Stem Cells (HPLSC) constitute a mesenchymal
stem cell population that persists in adults, exhibits features of bone marrow
derived cells and is able to differentiate to many cell lineages. Considering
their role in periodontal regeneration, it is critically important to identify
factors that control their differentiation 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/GLI 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 that 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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letra itdlica. Los genes de otras especies fueron escritos en letras mindsculas

el formato de letra italica.




1. INTRODUCCION

1.1. Ligamento Periodontal Humano

El periodonto es un término 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 células y matrices extracelulares que estdn en
interaccion permanente y proveen soporte continuo, insercién,
propiocepcidn y proteccién fisica para los dientes en condiciones fisioldgicas,
lo que permite minimizar el dafio tisular como consecuencia de traumas o
patologias infecciosas. Los tejidos que conforman el periodonto
corresponden a cemento radicular, hueso alveolar, encia y ligamento
periodontal (Cho y Garant, 2000; Nanci y col., 2008; Fig. 1).

El ligamento periodontal es un tejido conectivo que se desarrolla a partir de
células ectomesenquimales del foliculo dental y estd situado entre el
cemento 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 (Nanci y col.,, 2008). Es un tejido
indispensable en el soporte de los dientes y contribuye a la homeostasis y
reparaciéon de los tejidos del periodonto una vez que estos han sido
lesionados. Este tejido conectivo esté particularmente adaptado a su funcién
principal, la cual es soportar a los dientes en sus alvéolos y al mismo tiempo
permitir que estos resistan las fuerzas de masticacion. Tiene la capacidad de
actuar como un receptor sensorial permitiendo un adecuado

posicionamiento de los maxilares (Beersten y col., 1997; McCulloch, 1997;




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

Similar a otros tejidos conectivos, el ligamento periodontal estd conformado
por células y una matriz extracelular que incluye proteinas coldgenas y no
colagenas. Las células encontradas en este tejido son: fibroblastos, los
restos epiteliales de Malassez, monocitos y macrdéfagos, cementoblastos,
células endoteliales, osteoblastos, osteoclastos y células troncales
mesenquimales. (Berkovitz y col., 1998; Nanci y Bosshardt, 2006, Nanci y

col., 2008)

ESMALTE

ESMALTE

DENTINA

Figura 1. Distribucion de los tejidos que componen los dientes. Diagramas
ilustrativos de la composicién 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 células 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 coldgeno. Estas células son




las responsables de mantener el espacio del ligamento periodontal
previniendo que el hueso alveolar y el cemento lo ocupen. Son células con
grandes citoplasmas que contienen abundantes organelos asociados con Ia
sintesis y secrecion de proteinas, asi como un citoesqueleto bien
desarrollado. Se sabe que en el ligamento periodontal hay poblaciones
heterogéneas de fibroblastos, una subpoblacién de estas células tiene
similitud con osteoblastos, expresa fosfatasa alcalina y tiene la capacidad
de diferenciarse a osteoblastos y cementoblastos. (Nanci y Bosshardt,

2006; Nanci y col., 2008)

1.1.2. Células Epiteliales: Durante la odontogénesis ocurren una serie de
interacciones entre el epitelio oral primitivo y las células de la cresta neural
que migran y se localizan debajo del epitelio oral para luego diferenciarse
en células que formaran los tejidos 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 morfogénesis dental
(Thesleff, 2003). La formacion de la corona dental continua a través de una
serie de etapas denominadas yema o botén, copa y campana en la que
finalmente ocurre la histodiferenciacion que lleva a la formacién del
esmalte, la dentina y la pulpa. Cuando la formacién 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 células de esta estructura envian sefiales inductivas a las células de la



pulpa recién formada para que a nivel radicular, se diferencien a
odontoblastos y formen la dentina. Acto seguido, envian sefiales para que
se forme el cemento en la superficie radicular. Los eventos moleculares
involucrados en la formacidn del cemento alin se desconocen (Rincén y col.,
2006; Foster y col., 2007). A medida que ocurre la morfogénesis radicular
restos epiteliales de la vaina radicular de Hertwig quedan atrapados en el
ligamento periodontal en formacién. Estas células epiteliales que se
encuentran dentro del ligamento periodontal corresponden a remanentes de
células del desarrollo (Binner-Bector y col., 2007) y se conocen con el
nombre de Restos epiteliales de Malassez. Se ubican dentro del ligamento
periodontal cercanas al cemento como un grupo de células que forman una
red epitelial. La funcién de estas células se desconoce ya que hasta hace
poco se creia que estas células permanecian quiescentes dentro del
ligamento periodontal y unas pocas evidencias experimentales sugerfan que
podrian estar involucradas en la reparacién y/o regeneracién periodontal
(Nanci y Bosshardt, 2006). Se ha sugerido que juegan un papel en el
mantenimiento del espacio del ligamento periodontal y quizds estén
asociadas con la formacién y reparacién del cemento (Yamanaka y col.,
2000; Simonishi y col., 2005; Mouri y col., 2003) Recientemente se ha
reportado que estas células pueden proliferar bajo estimulos y en
condiciones determinadas como el movimiento dental que se genera con las
fuerzas ortoddnticas y en condiciones patoldégicas durante la formacién de

queratoquistes odontogénicos (T7alic y col., 2003; Rincén y col., 2006;

Grachtchouk y col., 2007; Nishio y col., 2010).




1.1.3. Células Troncales mesenquimales

La posibilidad de que puedan existir células progenitoras en el ligamento
periodontal adulto ha sido reconocida desde hace varios afios. La presencia
de multiples tipos celulares en este tejido adulto sugiere que estas células
comparten un ancestro comuin y que corresponde a una fuente renovable
para la homedstasis fisioldgica y cicatrizacién del periodonto ante traumas o
patologias (McCulloch, 1985; Nanci y col., 2008; Mrozik y col., 2010).
Recientemente, células con caracteristicas 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). Estas
células estédn ubicadas en nichos cercanos a los vasos sanguineos y
muestran caracteristicas morfoldgicas similares a las de otras células
troncales mesenquimales adultas como las de la médula ésea humana que
tienen capacidad de auto renovarse y diferenciarse a varios linajes celulares
(Lin y col., 2009; Mrozik y col.,, 2010; Volponi y col., 2010). Varios
marcadores han sido utilizados para identificar células troncales
mesenquimales. Entre estos esta el antigeno STRO-1 que es una proteina
de membrana expresada por las células troncales mesenquimales de la
médula dsea humana con alta capacidad clonogénica y de auto renovacién.
Adicionalmente otros marcadores utilizados son la molécula de adhesidn
celular vascular 1 (VCAM-1) y la molécula de adhesién celular CD146. Ante

la dificultad de identificar un marcador tnico para verificar la poblacién de



células troncales, el uso de varias combinaciones de estos marcadores y su
potencial de diferenciacién ha permitido identificar eficientemente este tipo
de poblaciones celulares (Seo y col., 2004; Lin y col., 2008; Schipani y
Kronenberg, 2009; Xu y col.,, 2009). Estas células se caracterizan por
generar clones adherentes al sustrato con morfologia fibroblastoide, son
capaces de diferenciarse a adipocitos, osteoblastos, condrocitos vy
cementoblastos in vitro. Ademds se ha demostrado su capacidad de
producir cemento y ligamento periodontal en experimentos in vivo (Seo y
col., 2004, Feng y col., 2010). Adicionalmente a su potencial de
diferenciacion, existen evidencias de que pueden participar en la
cicatrizacién de defectos periodontales humanos (Feng y col., 2010).

La identificacién de células troncales en el ligamento periodontal ha abierto
posibilidades importantes para la aplicacién de terapias celulares en Ila
reconstruccién del periodonto. La regeneracion periodontal se puede definir
como la completa restauracién de los tejidos que perdieron su arquitectura
original y funcién por traumas o patologias como la enfermedad periodontal
caracterizada por una pérdida irreversible del periodonto causando secuelas
que comprometen funcional y estéticamente a la denticién. El uso de células
troncales constituye una nueva alternativa terapéutica para la regeneracién
periodontal en la que esencialmente ocurre una recapitulacién del
desarrollo incluyendo morfogénesis, citodiferenciacién, produccién de matriz
extracelular y mineralizacién (Mrozik y col., 2010). Por lo tanto, en un
evento de injuria al periodonto, las células troncales mesenquimales pueden
ser activadas hacia la diferenciacién terminal y reparacién tisular o

regeneraciéon. Claramente para el desarrollo de terapias clinicas exitosas




destinadas a la regeneracion del periodonto es necesario conocer las
caracteristicas de estas células y saber que biomoléculas modulan tanto su
proliferacién como su diferenciacion (Bartold y col., 2006; Seo y col. 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 proteinas hedgehog (Hh) son lipoproteinas secretadas que cumplen
variadas funciones durante el desarrollo y la homeostasis celular tanto en
invertebrados como en vertebrados. Hedgehog (Hh) fue descubierto hace
casi 30 afios por Christiane Nisslein Volhard y Eric Wieschaus inicialmente
como un gen que controla la polaridad de los segmentos en Drosofila
melanogaster (Nisslein-Volhard y Wieschaus, 1980). La familia de genes
de Hedgehog (HH) codifica una clase de proteinas que act@an como
moléculas de sefializacién intracelular responsables de controlar un amplio
rango de actividades durante el desarrollo, influenciando el crecimiento,
establecimiento de patrones, morfogénesis y homeostasis promoviendo la
proliferacién de diversas células troncales/progenitoras en tejidos como
sistema nervioso, hematopoyético, piel, coclear, gastrointestinal, hepético,
pancredtico y mamario. Hh participa en el mantenimiento del nimero de
progenitores que contribuyen a la homeostasis tisular asi como en la
regeneracion y reparacién posterior a injurias (Karhadkar y col., 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

activacion constitutiva de la via de sefializacion Hh sobre las células




troncales y/o progenitoras de los tejidos adultos ha sido propuesta como
una de Ilas causas potenciales para su transformacién maligna,
contribuyendo a la iniciacién y progresion de diferentes tipos de céncer
incluidos los carcinomas baso celulares de piel, cancer de préstata, pulmon,
cancer de mama, gliomas y meduloblastoma (Grachtchouk y col., 2003;
Sénchez 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 nimero variado de homdlogos
de Hh se han encontrado en los vertebrados. En el ratén y en el humano
tres miembros han sido identificados: Sonic Hedgehog (Shh), Indian
Hedgehog (Ihh) y Desert Hedgehog (Dhh), que también proveen multiples
funciones durante el desarrollo.

El ligando Shh es sintetizado como un precursor de 462 aminodcidos (aa)
de aproximadamente 45Kda. Esta proteina contiene un péptido sefial de
23aa, un dominio de sefializacién de 174aa y un dominio de
autoprocesamiento de 265aa que posee actividades autoproteolitica y
colesterol transferasa. Durante la modificacién post-traduccional de la
preproteina en el reticulo endopldsmico, el precursor de Shh sufre un clivaje
autocatalitico catalizado por su dominio C-terminal, dando lugar a un
producto N-terminal activo de 19KDa, que representa la forma
biolégicamente activa de Shh, y un producto C-terminal sin funcidn
conocida hasta el momento. Durante esta reaccién una molécula de
colesterol es afiadida al residuo C-terminal de la proteina activa y en su
extremo N-terminal sufre una palmitoilacién. Estas modificaciones lipidicas

promueven su inmovilizacién por caveolina en la membrana plasmatica y los




microdominios lipidicos (en inglés, rafts) ricos en colesterol, incrementando
su concentracidon local y la eficiencia de su transduccidon de sefiales.
Finalmente Shh es secretada de las células al compartimento extracelular
para mediar sus efectos bioldgicos en las células que son capaces de
responder a esta proteina (Sharpe y Coboune, 2005; Robbins y Hebrok,
2007; Jiang y Hui, 2008; Mas y Ruiz y Altaba 2010, Mimeault y Batra,
2010). El ligando secretado puede actuar de forma autocrina o paracrina
bajo la forma -de monémero u oligdmero en las células que lo producen o en
las células que'responden en sitios cercanos o a distancia. La formacién de
grandes oligdmeros puede permitir la liberacién en el espacio extracelular Yy
transporte via lipoproteinas a largas distancias para su accién paracrina
(Mimeault y Batra, 2010). Una vez sintetizada y modificada la proteina, la
recepcion de la sefial de Shh en la membrana celular estd mediada por la
interaccién fisica con el receptor Patched-1 (Ptc-1), que corresponde a un
receptor transmembrana de 12 dominios. En ausencia de ligando Hh, Ptc-1
inhibe la via, a través de su unién a un co-receptor acoplado a una proteina
G llamada Smoothened (Smo) cuya accidén es esencial para la transduccién
de la via. La unién de Shh a Ptc-1 favorece la activacién de Smo al liberarse
de la accién inhibitoria de Ptc-1, la que es absolutamente necesaria para la
transduccién de la sefial que es mediada por los factores de transcripcién Gli
(Gli1, Gli2 y GIi3) en vertebrados. Este complejo de interaccién celular da
como resultado final sefiales de proliferacion celular, diferenciacién o
supervivencia, dependiendo del balance general de la accién activadora o

represora de los factores Gli (Sharpe, P. y Cobourne, 2005, Jiang y Hui,

2008, Mas y Ruiz i Altaba, 2010). Las tres proteinas Gli son factores de




transcripcion del tipo dedos de zinc de 1000 aminoé&cidos 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
col., 2006). En ausencia de Hh, Glil es transcripcionaimente silente,
mientras que Gli2 y GIli3 pueden ser expresados como represores. En
presencia de los ligandos de Hh ocurre la activacién de Smo, lo que conlleva
a la activacion transcripcional de Glil. Por otro lado, Gli2 se mantiene como
activador y Gli 3 no es modificado, perdiendo su funcién represora. Los
genes blanco de la via Hh incluyen entre otros a gli-1, ptc-1, la proteina
morfogenética ésea 1, ciclinas D1y D2 y el factor de transcripcién 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 sefializacién de Hh en mamiferos
ocurre dentro de un compartimiento celular denominado cilio primario, que
corresponde a una estructura Unica y no motil con un axonema compuesto
de 9 pares de microtibulos periféricos sin microtubulos centrales (9 + 0).
Esta se ensambla durante la interfase celular a partir del centriolo materno
en G1 y se desensambla durante la mitosis (Pan y Snell, 2007). Este
organelo ha sido catalogado como una verdadera antena celular,
involucrada en la transduccion y coordinacién de vias de sefializacién intra e
intercelulares (Kiefer, 2010). Se ha comprobado que la arquitectura del
axonema ciliar, asi como de las proteinas de transporte intraflagelar que
estan dentro del cilio, son requeridas para transducir los diferentes niveles

de Shh controlando la actividad de los factores de transcripcién Gli que
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llevan a cabo los efectos de la via (Caspary y col., 2007). Basado en los
estudios genéticos que asocian a Shh con el cilio primario, se ha descrito
que todos los componentes claves para que ocurra la sefializacion estan
enriquecidos en el cilio primario. Tanto Pitc-1 como Smo evidencian un
trafico dependiente del ligando dentro de este organelo. En ausencia de
Shh, Ptc-1 estd localizado en la base del cilio y Smo se encuentra en
vesiculas y en la membrana de la célula, 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, asi
como los agonistas de Hh, llevan a la localizacién de Smo dentro del cilio
(Fig. 2). Por lo tanto, la relocalizacion de Smo puede ser un factor
determinante que gobierne el proceso dinamico de la activacion de la via de
Shh y la expresidon génica inducida por los factores Gli en las células
capaces de responder a la via (Mimeault y Batra, 2010).

Adicionalmente, los factores de transcripcién Gli también se encuentran
enriquecidos en el cilio y se ha evidenciado que la activacién 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. Senalizacion de Hh en vertebrados dentro 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 transcripcion 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 través de la
membrana del cilio hacia la punta y Kif7 se transloca al cilio, promoviendo la
acumulacion de Gli2 en la punta del cilio. Los componentes de la via son
translocados dentro del cilio a través de una dineina y proteinas de transporte
intraflagelar. Modificado a partir de Goetz y Anderson, 2010.

1.2.1. Shh y la odontogénesis

La sefalizacion mediada por Shh tiene un amplio rango de funciones
durante el desarrollo normal de los vertebrados y esta activa en la
odontogénesis. Shh es expresado exclusivamente en el componente epitelial
del germen dental de una manera restringida en ciertas regiones del
mismo. Tanto el epitelio odontogénico como el ectomesénquima subyacente
son capaces de responder a esta sefial. Muchas evidencias experimentales
han evaluado la funcién de esta via durante la odontogénesis y es claro que

es indispensable para el desarrollo de los dientes. Durante la iniciacion de
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la odontogénesis, la localizacién de la sefial es importante para el
establecimiento y desarrollo del germen dental. Sin embargo,
posteriormente durante la morfogénesis Shh juega un papel importante
coordinando la diferenciaciéon y polarizaciéon del componente epitelial del
germen dental. Estas interacciones complejas son mediadas por la
sefializacion interepitelial y epitelio-mesenquima de Shh a través de varios
estadios en el proceso de odontogénesis (Sharpe y col., 2005, Thessleff y
Tummers, 2009). Es importante destacar que en el mutante para Shh (Shh
-/-) no se forman los huesos maxilares (Chiang y col., 1996). Por esto, la
primera evidencia genética del importante papel de Shh en la transduccién
durante la odontogénesis se observé a partir del andlisis de los mutantes de
Gli2 y Gli3. Los embriones de G/i 3-/- no tienen defectos dentales evidentes,
pero los mutantes para G/i 2 -/- tienen 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
ademds de estos incisivos rudimentarios indica que G/i 2 no es
indispensable para la formacién dental. Se ha sugerido que existe una
redundancia funcional entre G/i2 y G/i 3 en la odontogénesis, que ha sido
confirmada con los dobles mutantes, en los que no existe desarrollo de
molares y presentan gérmenes dentales rudimentarios de los incisivos
(Hardcastle y col., 1998). Posteriormente se precisd la funcién de Shh
obteniendo mutantes Cre-LoxP dirigidos al epitelio odontogénico del ratén y
estd pérdida funcional de Shh en el epitelio dental resultd en un severo
retardo del crecimiento del germen dental y morfogénesis alterada. Los

incisivos y molares se forman pero son muy pequefios y con morfologias
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totalmente aberrantes (Dassule y col., 2000). En los mutantes condicionales
para Smo se evidenciaron ameloblastos aberrantes, por lo que Shh parece
mediar la proliferacién de los componentes epiteliales en el germen dental
en desarrollo y esta actividad es importante para la citodiferenciacion de
los ameloblastos (Gritli-Linde y col., 2002). Adicionalmente, la respuesta
del ectomesenquima proveniente de la cresta neural a la sefializacidon
mediada por Shh es importante para el crecimiento y desarrollo
craneofacial, incluida la denticion. Mas aun, es necesario establecer con
mayor precisién su funcién en el mesenquima ya que los componentes que
responden a la sefial se expresan durante todo el proceso de formacidn

dental en el mesenquima (HardCastle y col., 1998; Sharpe, 2005).

1.2.2. Shh y la Formacién Radicular

Posterior a la formacidn de la corona, las raices de los dientes se desarrollan
para obtener una morfologia dental completa. En la formacién radicular, que
en el ratén y en el humano es un proceso postnatal, la vaina epitelial
radicular de Hertwig permite la iniciacién de la proliferacién mesenquimal y
diferenciaciéon a odontoblastos, cementoblastos, fibroblastos y osteoblastos
durante el desarrollo radicular. Se ha sugerido que la via de Shh podria
estar involucrada en la odontogénesis tardia, lo que incluye el desarrollo
radicular y de los tejidos periodontales. Sin embargo, los modelos in vivo
que permitirian establecer la funcién de Shh en la vida postnatal no son
viables ya que los mutantes para Shh (-/-), Gli2(-/-) y Gli3 (-/-) mueren al
nacer, los de Smo(-/-) y Ptc (-/-) mueren alrededor del dia embrionario 9

y los condicionales de Smo y Shh bajo el promotor de queratina 14, mueren
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en el dia postnatal 1 (Chiang y col., 1996; Gritli-Linde y col., 2000).

Por otro lado, se ha reportado la presencia de transcritos, visualizados por
hibridizacién in situ de Shh en la vaina de Hertwig y algunos componentes
de la via: Ptc, Smo y Gli1 en el epitelio y mesenquima en formacién. Sin
embargo, estos resultados no explican ni sugieren la funcién de la
sefializacién Shh/Gli durante la formacién radicular o en los tejidos
periodontales (Nakatomi y col., 2006.) En contraposicién a lo que ocurre en
la corona, no se ha podido establecer que factores y funciones de los
mismos estén involucrados en la formacién radicular, lo que tiene
? importantes implicaciones en la terapéutica clinica, ya que no se sabe si las
sefiales necesarias en el desarrollo de estos tejidos podrian requerirse en la
reparacién o regeneracion de tejidos periodontales (Nakatomi y col. 2006;
Khan y col., 2007).

Recientemente se ha generado otra evidencia que refleja la importancia de
: Shh en la regulacién de las células troncales y progenitoras adultas en los
tejidos dentales. En esta se confirmé el rol de Shh en la generacién de
; ameloblastos a partir de progenitores adultos en el incisivo de ratén,
modelo en el cual existe una formacién continua de esmalte durante la vida
adulta del animal, contrario a la formacién restringida al proceso de
odontogénesis que incluye la formacién de esmalte en el humano (Seidel y

col., 2010).

1.2.3. Diferenciacion al linaje 6seo

La formacidn ésea es un proceso altamente regulado que esté caracterizado

por una secuencia de eventos que incluyen el compromiso de las células
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troncales mesenquimales hacia células  osteoprogenitoras que
posteriormente se diferencian en pre-osteoblastos y luego en osteoblastos
maduros; cuya funcién es sintetizar matriz ésea que progresivamente es
mineralizada. El compromiso hacia el linaje osteoblastico, la diferenciacién y
su funcién son gobernados por varios factores de transcripcién, que
permiten la expresion de genes relacionados con cada etapa en el proceso
de diferenciacion 6sea y la adquisicion del fenotipo osteobldstico. Los
principales factores de transcripcién involucrados en este proceso son los
factores Runx2, Osterix y ATF4 (Marie, 2008; Karsenty y col., 2009). El
factor de transcripcién Runx2 es un miembro de la familia de factores de
transcripcion Runt, debido a la presencia del dominio de unién al DNA
conocido como runt. Se ha evidenciado que su expresidon es necesaria y
suficiente para la diferenciacién celular hacia el linaje dseo y ha sido
aceptado como el factor maestro para la diferenciacién osteoblastica, ya
que en el ratdn knockout para Runx2 no se observan osteoblastos ni hay
formacion 6sea (Komori y col., 2007; Komori, 2010). Runx2 se une a una
secuencia consenso en el DNA inicialmente llamada elemento especifico de
osteoblastos (OSE2), que puede ser localizado en la mayoria de los
promotores de los genes que controlan el fenotipo osteoblastico incluyendo
coldgeno tipo I(c), osteopontina, sialoproteina 6sea y osteocalcina. La
regulacion de la expresién de Runx2 y su proteina ocurre a niveles
transcripcional, traduccional y postraduccional a través de varias vias de
sefializacién incluidas la proteina morfogenética 6sea-2, el factor de
crecimiento transformante B, el factor de crecimiento derivado de las

plaquetas y Hh/Gli (Marie, 2008; Komori, 2010).
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Osterix, el segundo factor de transcripcion osteoblasto especifico, es una
proteina que contiene dedos de zinc. Es expresada en células
osteoprogenitoras y es requerida para la diferenciacion osteobldstica. Este
factor actla corriente abajo de Runx durante la diferenciacién ésea, ya que
Osx no es expresado en los mutantes para Runx2, mientras que Runx2 si se
expresa en los ratones mutantes para Osx (Karsenty y col., 2009).

ATF4, el tercer factor de transcripcién que es altamente expresado en
osteoblastos es un miembro de la familia de proteinas CREB. Este factor
no es requerido para la diferenciacién temprana de los osteoblastos, pero si
necesario para el mantenimiento del fenotipo osteoblastico y el
mantenimiento de los niveles de aminoacidos durante la maduracién. ATF4
es requerido para mantener una fuente suficiente de aminodcidos en las
células, ya que los osteoblastos secretan grandes cantidades de proteinas.
Debido a esto ATF4 aumenta la cantidad de aminoacidos en los osteoblastos
favoreciendo asi la sintesis de colageno tipo I, que corresponde a la
proteina mas abundante de la matriz extracelular ésea. (Karsenty y col.,
2009)

Durante la diferenciacién osteobldstica, Runx2 y Osterix juegan un rol
fundamental en el compromiso de las células pluripotenciales al linaje dseo.
Después de comprometerse con el linaje 6seo, las células expresan
proteinas de la matriz extracelular dsea dependiendo de su nivel de
maduracién. Las células mesenquimales  osteoprogenitoras vy
preosteoblastos expresan débilmente coldgeno tipo Ia que es fuertemente
expresado en osteoblastos inmaduros. Estas células inmaduras también

expresan osteopontina, sialoproteina 6sea y fosfatasa alcalina, necesarias
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para la nucleacion de los cristales que conformaran la matriz inorganica del
tejido 6seo (Nanci y col., 2008). Finalmente los osteoblastos maduros
evidencian una fuerte expresion de osteocalcina, depositan calcio, quedando
atrapados en la matriz dsea, convirtiéndose en osteocitos que expresan la

proteina de matriz dentinal 1 (Komori, 2010, Fig. 3).

Osteocito
Célula Troncal Célula Osteoblasto  Osteoblasto
Mesenquimal Osteoprogenitora Inmaduro Maduro 4\
______ i “L<"‘--
Runx2 Runx2 - . P

f
e !

ALPA Colageno tipo | Osteopontina Sialoproteina 6sea
Osteocalcina
Depésito de Calcio

Figura 3. Diferenciacion celular al linaje éseo. Las células troncales
mesenquimales adquieren el compromiso para diferenciarse secuencialmente a
células osteoprogenitoras y osteoblastos inmaduros que expresan los factores
Runx2 y Osx, secretan fosfatasa alcalina, posteriormente Coldgeno tipo I vy
Osteopontina para establecer la MEC del tejido 6seo. Luego se diferencian a
osteoblastos maduros y finalmente a osteocitos, estadios durante los cuales se
deposita el calcio para mineralizar la matriz.
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1.2.4. Shh y la diferenciacidon 6sea

Existen evidencias de la influencia de la via de sefializacién Shh/Gli en la
diferenciacién hacia el linaje éseo. Esta funcién de Shh ha sido observada
en varias aproximaciones experimentales. En lineas celulares estimuladas
con Shh aumenta la expresion de fosfatasa alcalina y osteocalcina, dos
marcadores de osteogénesis (Yuasa y col. 2002). Igualmente en
preosteoblastos (KS483), el tratamiento con Shh recombinante incrementa
la expresion de fosfatasa alcalina y el depdsito de calcio. Esta ganancia de
funcion farmacolégica, ejerce un efecto especifico en células inmaduras y
por lo tanto se encuentra delimitada a una ventana temporal especifica
dentro del proceso de diferenciacion dsea (Van der Horst y col., 2003).
Posteriormente se determiné una funcidén de Shh en la diferenciacién dsea
en células transfectadas con Gli 2. En estos experimentos se comprobé la
interaccién de Gli-2 con el promotor del gen de la Proteina Morfogenética
Osea -2 (BMP-2), factor que ya se sabe es un potente inductor hacia el
linaje 6seo de progenitores mesenquimales. Gli 2, una vez unido al
promotor de BMP-2, promueve la actividad de fosfatasa alcalina y expresion
de RUNX2. Es decir, Gli2 es un potente activador transcripcional de BMP-2 y
juega un papel critico en la sefializacién de Shh-Gli2-Bmp2 en Ia
diferenciacion osteoblastica (Zhao y col., 2006).

Posteriormente, se reporté que Hh estd 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 proliferacion de condrocitos hipertréficos que se encuentran en

los centros de crecimiento depletando el pool de progenitores y aumentando
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su diferenciacién. Esto lleva a generar huesos mas cortos, articulaciones
aberrantes y genera defectos permanentes en el crecimiento que no pueden
ser modificados o revertidos por el proceso de remodelado ésea (Kimura y
col., 2008). Asi mismo se han observado importantes hallazgos de la
funcion de la via Hh/Gli en la homedstasis en el tejido éseo adulto,
utilizando el ratén mutante heterocigoto para Ptc-1 (Ptc-1+/-). Las
evidencias indicaron que la haploinsuficiencia de Ptc-1 tiene varios efectos
importantes en el tejido éseo adulto, los que incluyen un aumento
considerable de la masa ésea y la diferenciacién osteobldstica. A nivel
molecular se observé una disminucién en los niveles de expresion del factor
de transcripcién GIi 3 represor. Ademas en este modelo Gli 3 represor
compite con Runx2 por la unién al DNA, ya que existe un sitio de unién a
Gli (Gli Binding Site), que es funcional para Gli 3 represor, en el elemento
OSE2. La inhibicién de Gli 3 represor sobre Runx2 fue confirmada en células
mutantes para Pfc-1 y Gli3 en las cuales la actividad de Runx2 incrementa.
Finalmente se rescaté el fenotipo de masa ésea incrementada a través de
la inhibicién farmacolégica de la via inyectando sistémicamente ciclopamina
(Cyc), un antagonista especifico para Smo (Ohba y col., 2008). Asi mismo,
existen evidencias experimentales que apuntan a la funcién de Hh/Gli sobre
el recambio dinamico en el tejido dseo, que corresponden a la regulacién
tanto de la formacién como de la reabsorcién 6sea en el tejido dseo adulto
(Kingston y col., 2008). En conclusién, estas observaciones implican una

funcién fisioldgica de Shh/Gli en el metabolismo éseo en la vida adulta.

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

células mesenquimales del ligamento periodontal humano. Se desconoce el
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potencial de esta via de sefializacién durante el desarrollo radicular y de los
tejidos periodontales y por lo tanto su funcién en estos tejidos durante la
vida adulta. Debido a que las células troncales del ligamento periodontal
pueden diferenciarse y residen en este tejido células osteoprogenitoras y
osteoblastos, se sugiere que Shh puede jugar un papel importante en la
regulacién fisioldgica y probablemente en la regeneracién de tejidos

lesionados o perdidos por enfermedad periodontal.

1.3. Hipotesis
“Sonic Hedgehog regula los procesos de proliferaciéon y/o diferenciacién al
linaje dseo de las células mesenquimales del ligamento periodontal

humano”.

1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo general
Evaluar la funcién de Sonic hedgehog en la proliferacién y diferenciacién de

células mesenquimales del ligamento periodontal humano.
1.4.2. Objetivos Especificos
1.4.2.1 Evaluar la expresion de los componentes de la via Shh-Gli en

cultivos de células mesenquimales de ligamento periodontal humano.

1.4.2.2. Determinar la funcién de la via Shh-Gli en la proliferacién de

células mesenquimales del ligamento periodontal humano.
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1.4.2.3. Analizar la funcidn de la via Shh-Gli en la diferenciacién de células

mesenquimales de ligamento periodontal humano hacia el linaje 6seo.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1, Cultivo de Células Mesenquimales 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 mujeres adultas en un rango de edad entre 14 y 25 afios. En
todos los casos se obtuvo el consentimiento de los donantes para la
utilizacion de dichas muestras en este estudio. Una vez obtenidos los
molares, se mantienen en medio de cultivo a- MEM (Hyclone) suplementado
con suero fetal bovino (SFB, Hyclone) al 10%, 100 U/ml de penicilina,
100pg/ml de estreptomicina (GIBCO) y 0,25 pg/ml de anfotericina B
(SIGMA). Posteriormente y bajo campana de flujo laminar los dientes fueron
lavados por tres veces con PBS (GIBCO) suplementado con antibiético y
antimicético (100 U/m! de penicilina, 100ug/ml de estreptomicina, 0,25
ng/ml de anfotericina B). Se obtuvo el ligamento periodontal del tercio
medio radicular con una hoja de bisturi #15. Los fragmentos de tejido,
denominados explantes, fueron cultivados sobre placas de cultivo o
disociados en una solucién de colagenasa tipo I a una concentracién de
1mg/ml, preparada en medio de cultivo a- MEM suplementada con
antibiéticos (100 U/ml de penicilina, 100pg/ml de estreptomicina) y tripsina
al 0.25%, durante 15 minutos a 37 grados. Una vez disociado el tejido, las
células obtenidas fueron centrifugadas y sembradas en placas de petri para
cultivo celular y mantenidas en medio a- MEM suplementado con SFB al

10%, y antibiético/antimicético. El establecimiento de la monocapa en el

23




cultivo primario a partir de explantes requiri6 de aproximadamente 3
semanas y de 2 semanas a partir de disociacién enzimatica. Los subcultivos
posteriores se hicieron usando tripsina (GIBCO) 0.25% durante 5 minutos
para liberar las células desde la superficie de cultivo, la que se inactivé con
medio suplementado con SFB. El medio fue cambiado por medio fresco cada
tercer dia (protocolo modificado a partir de Seo y col., 2004; Seo y col.,
2005). Las células fueron utilizadas para experimentos dentro de los

primeros cuatro subcultivos.

2.2. Aislamiento de células troncales (STRO-1 +) a partir de cultivos
celulares de LPH

Para evaluar el efecto de la via de sefializacién Shh/Gli sobre la poblacién
STRO-1+, las células fueron aisladas inmunomagnéticamente (Seo y col.,
2004). Brevemente, monocapas obtenidas a partir de ligamento periodontal
humano fueron liberadas de la superficie de cultivo con un tratamiento
suave con tripsina y las células fueron colectadas por centrifugacién
(1000xg, durante 5 min). Posteriormente las células fueron incubadas con
anticuerpo anti STRO-1 (mouse IgM MAB1038, R & D systems 10ug/ml)
durante 30 minutos a 49 C. Las células fueron lavadas con PBS -albimina al
0.2% y EDTA 2mM (pH 7.0) e incubadas con esferas magnéticas recubiertas
con anticuerpo anti-IgM (Dynabeads, rat anti-mouse IgM, Invitrogen)
durante 20 minutos a 4 ©°C. Finalmente, las células fueron puestas en
contacto con un magneto (Dynal system, Invitrogen) durante 1 minuto,
seleccionando de esta manera las células unidas a las dynabeads vy

denominadas la poblaciéon celular STRO-1 (+). La poblacién restante
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corresponde a las células STRO-1 (-). Este procedimiento se repitié por 3
veces mas. 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 utilizacidn de la coloracién
vital de exclusién con azul de tripan y cuantificada en un hemocitémetro

(Freshney, 1987).

2.4. Criopreservacion de las Células obtenidas:

Las monocapas celulares obtenidas del linaje mesenquimal de ligamento
periodontal humano fueron criopreservadas utilizando SFB al 90% vy
dimetilsulféxido (SIGMA) 10%. La temperatura fue disminuida
gradualmente hasta su mantenimiento en nitrégeno liquido. Como respaldo
se criopreservaron células de cada tejido cultivado, en cada uno de los

subcultivos 2 al 4 (Freshney, 1987; Seo y col., 2005).

2.5. Diferenciacion al Linaje 6seo/cemento

Las células STRO-1(+) y los cultivos heterogéneos obtenidos fueron
incubados, durante 14 a 21 dias con medio de cultivo basal (a- MEM
(Hyclone), 10% de SFB (Hyclone) penicilina 100 U / ml, estreptomicina y
anfotericina B 100pg/ml (GIBCO)) o con medio osteogénico (a- MEM, SFB
al 10%, dexametasona (SIGMA) 100nM, B-glicerofosfato (SIGMA) 10mM y

acido ascérbico (SIGMA) 50ug/ml. Este Gltimo permitié que las células se

25




diferenciaran al linaje o6seo/cemento y se evidencie la formacién de
depésitos de calcio, también conocidos como nédulos de mineralizacién in
vitro (Rodriguez, JP y col., 2004; Seo y col., 2004; Xu y col., 2009). Como
control positivo de diferenciacién al linaje éseo se usé la linea celular SaOs-
2, que tienen la capacidad de diferenciarse terminalmente a osteoblastos y
permitir el depésito de calcio en cultivo (Kobayashi, 1999: Hou, 2007). La
diferenciacién al linaje 6seo fue evaluada teniendo presente la expresién de
transcritos de genes involucrados en la diferenciacion ésea (ver tabla 1), la

actividad de fosfatasa alcalina y el depésito de calcio in vitro.

2.6. Diferenciacion al linaje adiposo

Para evaluar la diferenciacién adipogénica se sembraron células STRO-1(+)
y STRO-1(-) a una densidad de 50.000 células en una superficie de 1,9cm?.
Las células fueron incubadas durante 21 dias en presencia de los medios de
cultivo basal o adipogénico (a- MEM, 10% de SFB, penicilina 100 U / ml,
estreptomicina y anfotericina B 100ug/ml 0,25 mg / ml, dexametasona 1
UM (SIGMA), indometacina 100pM (GIBCO), isobutilmetilxantina 0,5 mM
(SIGMA) e insulina 10pg/ml (SIGMA)) y finalmente fueron fijadas y tefiidas
con oil red (Seo y col., 2004; Xu y col., 2009.) Para la tincién, 0,70gr de oil
red (SIGMA) fueron disueltos en 200mi de isopropanol absoluto y en
agitaciéon toda la noche. Luego, la solucién fue filtrada y 180ml fueron
mezclados en agitacion con 120ml de agua toda la noche a temperatura
ambiente. Finalmente la solucién fue filtrada con papel filtro para ser usada
(Struut y col., 1996). Para la tincién, las células fueron fijadas en formalina

10% durante 24 horas a temperatura ambiente y posteriormente fueron
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lavadas con PBS e isopropanol (Merck) al 60%. 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 células fueron tefiidas con hematoxilina de Mayer vy

montadas con aquamount (Thermo Scientific).

2.7. Diferenciacion Neuronal

Para la diferenciacién neuronal se sembraron células STRO-1(+) y STRO-1(-
) a una densidad de 50.000 células en una superficie de 1,9cm® Los
cubreobjetos utilizados para la diferenciacién neuronal fueron cubiertos con
poli-ornitina (10 pg/ml, SIGMA) y laminina (5 pug/ml SIGMA). Las células
fueron incubadas durante 21 dias en presencia de los medios de cultivo
basal o neurogénico (medio neurobasal (GIBCO) 100 U / ml de penicilina,
estreptomicina y anfotericina B 100ug/ml 0,25 mg / ml, B27 (GIBCO),
factor de crecimiento epidérmico y factor de crecimiento fibroblastico-2, 20
ng/ ml (Invitrogen). Transcurrido el tiempo de diferenciacién las células
fueron fijadas con paraformaldehido al 4% vy analizadas por
inmunofluorescencia para la identificacién del marcador neuronal B-tubulina

111 (Arthur y col., 2008).

2.8. Establecimiento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

El ensayo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC), ha sido utilizado para
evaluar la capacidad proliferativa y clonogénica de las células troncales
mesenquimales en cultivo. Este ensayo consiste en sembrar células a

densidades celulares muy bajas, comparable con los ensayos de dilucién
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clonal, en los cuales se siembran 1 6 2 células /pozo. Para ello, se
sembraron 80 células en una superficie de 100 cm? y se permitid la
formacidén de estos grupos de clones celulares. Finalmente, 2 a 3 semanas
después las células fueron fijadas y tefiidas con hematoxilina de Mayer para
evaluar el nimero de UFC obtenidas por cada 100 cm? (Seo y col., 2004;

Kuznetsov y col., 2009).

2.9. Transfeccion Celular

Las células fueron transfectadas transitoriamente utilizando Lipofectamina
2000 plus (Invitrogen CA, EE.UU.). Las células fueron transfectadas en
suspensién con pldsmidos de expresidn con smo silvestre o la secuencia
mutante de smo constitutivamente activa, ambos con una marca de Flag,
como se han reportado con anterioridad (Taipale y col., 2000).
Posteriormente las células fueron plaqueadas y después de 24 horas, fueron

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

2.10. Actividad de las Deshidrogenasas Mitocondriales - Reduccién
de MTS

Como una medida indirecta de la proliferacién celular, se utilizé la técnica
de reduccién de MTS, una modificaciéon del ensayo de reduccién de MTT
(Mosman y col., 1983). Células STRO-1(-) fueron sembradas en placas de
96 pocillos a una densidad de 1000 células por pozo. Las células fueron
tratadas con Shh (3,3 pg/ml) 6 Cyc (10 uM) durante 48 horas e incubadas
con MTS las dos Ultimas horas del tratamiento. Posteriormente la placa fue

leida en un espectofotdmetro para placas a 492nm. La absorbancia obtenida
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correspondié a la absorbancia del formazan o producto de reduccién del
MTS por las deshidrogenasas mitocondriales de las células viables en
cultivo. Los valores de absorbancia fueron comparados entre las condiciones
control y los tratamientos como una medida indirecta del nimero de células

en cultivo.

2.11. Expresion de Proteinas en Cultivo

Con el objetivo de caracterizar los cultivos obtenidos, se evalué por
inmunofluorescencia, la expresion de Runx2, un marcador de pre-
osteoblastos y de 4-prolilhidroxilasa como marcador de células
mesenquimales. La expresién de STRO-1 para determinar el porcentaje de
células troncales presentes en el cultivo se evalud por citometria de flujo e
inmunofluorescencia.

Por Western Blot se evalud la expresién de Gli-1, Shh, Ptc-1, osteonectina,
Runx2, receptor de hormona paratiroidea y coldgeno tipo Ia.
Adicionalmente, para evaluar la capacidad proliferativa basal, se hicieron
pulsos de 12 a 36 horas con BrdU 1uM y posterior inmunofluorescencia para
detectar BrdU (Kasaj y col., 2008; Seo, 2004; Seo, 2005; Sonoyama, 2007
Bartold y col., 2006, Jo y col., 2007). Todos los experimentos fueron hechos
en triplicado y con tres muestras diferentes (N=3) como minimo.
Brevemente, las técnicas utilizadas se llevaron a cabo usando los siguientes
protocolos:

2.11.1. Inmunofluorescencia

Las células fueron fijadas con paraformaldehido (PFA, SIGMA) al 4%. Para

los antigenos localizados dentro del citoplasma celular, se permeabilizé la
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membrana con tritén X-100 (Winkler) al 0.1%. Luego, se bloguearon sitios
inespecificos con suero de cabra (AbCam) al 5% y se incubd con los
anticuerpos primarios durante 1 hora a temperatura ambiente o toda la
noche a 4 ©°C. Posteriormente se incubé con el anticuerpo secundario
correspondiente y se tifié con DAPI (SIGMA) para visualizacién nuclear. Para
la inmunodeteccion de BrdU, fue necesario denaturar el DNA con HCI 2N
(Merck) y posterior neutralizacion del pH con tetraborato de sodio (Marichal
y col., 2009). Los anticuerpos primarios usados para esta técnica fueron:
STRO-1 (R&D systems MAB1038 dilucién 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-raton o anti-conejo segtn el caso acoplados a un fluoréforo
(anti-mouse Alexafluor 488, Invitrogen 1:1000; anti-rabbit Alexafluor 488,
Invitrogen 1:1000; anti-mouse alexafluor 546, Invitrogen 1:1000).
Finalmente las células fueron montadas en laminas cubreobjetos con un

medio de montaje para fluorescencia (Fluorsave, Calbiochem).

2.11.2. Citometria de flujo

Las células fueron tratadas con tripsina0,25%/EDTA (GIBCO) para
despegarlas de la superficie de cultivo y obtener un precipitado celular, que
fue lavado 2 veces con PBS, albimina de bovino al 0.2% y EDTA 2mM. Las
células fueron incubadas con el anticuerpo anti STRO-1 (R&D systems
MAB1038 1:50) durante 30 minutos a 4 °C y posteriormente incubadas con

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

paraformaldehido (PFA) al 1% y evaluadas en el citdmetro de flujo.

2.11.3. Western blot

Monocapas celulares en superficies de 60 cm? fueron lisadas con buffer de
lisis (Hepes 50mM, NaCl 150mM, EGTA 1mM, Glicerol 10%, Tritén X-100 1
%, MgCl2) y una mezcla de inhibidores de proteasas y fosfatasas. (Halt
protease and phosphatase inhibitor cocktail EDTA free 100X, Thermo
Scientific 78441). Se cuantifico el total de proteina obtenida en los lisados
con un kit de cuantificacion (Biorad dc protein assay kit II 5000112) y
estos fueron mezclados con buffer de carga con B-Mercaptoetanol (SDS
40%, glicerol, Tris 1M pH 6.8, 0.04% de azul de bromofenol (Winkler) y
20% de B-Mercaptoetanol (SIGMA)). Los lisados fueron fraccionados en
geles de poliacrilami.da (Biorad, 10-12%) en condiciones denaturantes a
100mVolt durante aproximadamente 3 horas. Las proteinas fueron
transferidas a membranas de PVDF (Millipore, 0,45uM) y posteriormente
incubadas con los anticuerpos correspondientes y revelados en peliculas
fotograficas usando reactivos de quimioluminiscencia (PIERCE). (Stecca y
Ruiz i Altaba, 2009). Como control de carga se evalud la expresiéon de a-
tubulina o B-actina Los anticuerpos usados para detectar la expresion de
proteinas fueron los siguientes: coldgeno 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), B-actina (SIGMA A544,

1:5000), o-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
diferenciacion 6sea, se utilizd la técnica de RT-PCR semicuantitativo de la
siguiente manera: El RNA fue extraido con TRIZOL (Invitrogen) de células
cultivadas hasta confluencia en placas con una superficie de 3,8 cm?.
Posteriormente, se generd cDNA de hebra simple para llevar a cabo las
reacciones de RT-PCR. Como control de las técnicas propuestas para
evaluar la presencia de transcritos se usaron las lineas celulares humanas
Dul45 y PC3, obtenidas a partir de cancer de préstata, que se sabe
expresan los componentes de la via de sefializacién de Sonic Hedgehog.
Estas células fueron mantenidas en DMEM:F-12 con SFB al 10% vy
antibiodticos (Sénchez y col., 2004). Adicionalmente se usé la linea celular
de osteosarcoma humano SaOS, mantenida en medio McCoy’s B5A
suplementado con SFB al 15% (Warzecha y col., 2007). Se evalud la
expresién de los siguientes genes para la via de sefializacién Shh/Gli: SHH,
GLI1, GLI2, GLI3, PTC1; se usé como control de carga la expresién del gen

de la subunidad ribosomal 18S (Tabla 1) (Sanchez y col., 2004).

Para evaluar transcritos relacionados con la diferenciacidon dsea se

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

SHH TCCAAGGCACATATCCACTG | CCAGGAAAGTGAGGAAGTCG | 60

PTC 1 CCACAGAAGCGCTCCTACA CTGTAATTTCGCCCCTTCC 60

GLI1 TGCAGCCAATACAGACAGTGG | CAGTATAGGCAGAGCTGATGC| 60
GLIZ CACCGCTGCTCAAAGAGAA TCTCCACGCCACTGTCATT 60
GLI3 CGAACAGATGTGAGCGAGAA | TTGATCAATGAGGCCCTCTC | 60
185 GAGCGAAAGCATTTGCCAAG | GGCATCGTTTATGGTCGGAA | 60

RUNX2 ACCCACGAATGCACTATCC TTCCATCAGCGTCAACACC 54

osX AACCCCCAGCTGCCCACCTACA CGTTCGGATGAGCTGGAGCG | 64
FAL ATCCTGTATGGCAATGGGC GGCGGCAGACTTTGGTTTC 57
ocC ATGAGAGCCCTCACACTCCTC | CAGGGGATCCGGGTAGGGGA( 60
cCoL1I CAAAGGCAATGCTCA TGCGGCACAAGGGAT 60

GAPDH TGCACCACCAACTGCTTAGC | 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 células STRO-1(+) o
STRO-1(-) o la linea celular reportera de la via de Shh/Gli CH310T1/2,
fueron sembradas al 80% de confluencia en placas de 48 6 24 6 12 pocillos.
Las células fueron fijadas con etanol 90% y 10% de formaldehido al 37%
durante 1 minuto, luego las monocapas fueron lavadas con PBS. Para el
protocolo por histoquimica, se usé como sustrato NBT y BCIP (Roche) a pH
alcalino. Las células fueron incubadas durante 20 minutos en oscuridad con
el sustrato. Las células con actividad de fosfatasa alcalina se tifieron de

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

Para el protocolo con colorimetria las células 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 col., 2002; Rodriguez

y col., 2004).

2.14. Depésito de calcio

La presencia de nédulos de mineralizacién o cristales de calcio en presencia
de medio osteogénico se determind por medio de la tincién con rojo alizarin.
Las células fijadas en PFA al 4%, Las células fijadas en paraformaldehido al
4% fueron incubadas con rojo alizarin (pH 4.2) durante 10 minutos a
temperatura ambiente, luego fueron lavadas con agua bidestilada e
incubadas con PBS durante 15 minutos. Los depésitos de calcio presentes
se observaron de rojo intenso. Adicionalmente se cuantificé el calcio
depositado en las monocapas celulares utilizando la técnica colorimétrica,
en la que el calcio forma un complejo cromogénico con orto-cresolftaleina
que es cuantificado a 575nm. Se obtuvo la concentraciéon en pg de calcio
depositados en cada monocapa (BIOVISION Calcium colorimetric assay

K380-250) (Hiruma y col., 1998; Seo y col., 2004).

2.15. Microscopia electrdénica de barrido

Las células fueron fijadas en glutaraldehido (Merck) al 2,5% vy
deshidratadas gradualmente con etanol. Posteriormente fueron cubiertas
con oro-paladio y visualizadas en el microscopio electrénico 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 dispersion de energia por
rayos X evaluar el contenido elemental de la zona de interés, y de esta
manera se obtuvieron los datos sobre la composicion de los nddulos de

mineralizacién depositados en las monocapas celulares (Ko y col., 2007).

2.16. Estimulo con Shh o Purmorfamina e inhibicion farmacoldgica
con Ciclopamina

Para los experimentos de ganancia o pérdida de funcién farmacoldgica de la
via de sefializacién Shh/Gli, las células obtenidas de LPH y las poblaciones
celulares STRO-1(+) y STRO-1(-) fueron tratadas con los agonistas Shh
recombinante (3,3 pg/ml, N-terminal de R & D systems) o con
purmorfamina (Pur, 10uM, Merck) en medio de cultivo a-MEM suplementado
con antibidticos. Para la inhibicién farmacoldgica las células fueron tratadas
con Ciclopamina (Cyc¢, 10uM, Infinity Pharmacol.) en medio de cultivo basal.
Cabe anotar que previo a los tratamientos farmacoldgicos, las células fueron
incubadas con a- MEM sin SFB durante 24 horas.

Los experimentos en los que se evalud la proliferacion celular incluyeron un
un tratamiento de 48 horas con los agonistas o con el antagonista y un

pulso final de 20 horas con BrdU (1pM).
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2.17. Cuantificacién y Analisis Estadistico de los Resultados
Obtenidos

2.17.1 Inmunofluorescencia

Para la cuantificacién de la expresion de proteinas visualizadas mediante
esta técnica se se tomaron fotografias en el microscopio de epifluorescencia
de 5 campos al azar a bajo aumento (20X) y se contaron las células
positivas en cada canal en el programa Adobe Photoshop Cs3 Extended con
la herramienta de conteo. Los resultados fueron expresados como un

porcentaje del total de células tefiidas con DAPI.

2.17.2 Cuantificaciéon de Fosfatasa Alcalina y Adipocitos
Para determinar los porcentajes de células con actividad de fosfatasa
/

alcalina por histoquimica, se tomaron fotos en el microscopio de luz a bajo
aumento (Leica, 10X) y se cuantificaron las células positivas con respecto
al total de nlcleos tefiidos con hematoxilina, los resultados fueron
expresados en porcentaje.

Para determinar los porcentajes de adipocitos por campo, se tomaron fotos
en el microscopio de luz a bajo aumento (Leica, 20X) y las células con
vacuolas de triglicéridos tefiidas con oil red fueron contadas como positivas.

Los resultados fueron expresados como nUmero de adipocitos en una

superficie de 1,9cm?.
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2.17.3. Western Blot

Para la cuantificacion de la expresion de proteinas visualizadas mediante
esta técnica, las peliculas obtenidas fueron digitalizadas. Mediante el
programa Kodak Molecular Imaging Software se evalud la expresidn relativa
de las proteinas 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 técnicas
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. Caracterizacion de los Cultivos primarios obtenidos de
Ligamento Periodontal Humano (LPH) y aislamiento de las células
STRO-1(+)

Los cultivos primarios obtenidos de LPH fueron viables, proliferaron
activamente y tuvieron un tiempo de duplicacién de 24 horas, establecido
por el nimero de células que incorporan BrdU en diversos tiempos en
cultivo (12, 24 y 36 horas) (Fig. 4 A, B). Los cultivos heterogéneos de
LPH expresaron los marcadores antes reportados en la literatura para
células mesenquimales 4-prolil hidroxilasa y osteoprotegerina (Lossdérfer
y col., 2005), asi como una significativa expresiéon del factor de
transcripcion Runx2 (Fig. 5 A, B, E). En concordancia con lo
evidenciado previamente en la literatura (Seo y col., 2004, Ivanovsky y
col., 2006, Xu y col., 2009), en los cultivos obtenidos se observd la
expresion del marcador de células troncales STRO-1 en alrededor de un
5% del total de las células evaluadas por citometria de flujo (Fig. 5 C-F).
Posteriormente las células STRO-1(+) que a partir de ahora serdn
identificadas como células troncales y/o progenitoras del ligamento
periodontal humano (HPLSC/progenitoras), fueron aisladas
inmunomagnéticamente utilizando un anticuerpo monoclonal anti-STRO-1

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

enriquecimiento cercano al 70% de células que expresan esta proteina

(Fig. 5 G).
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Figura 4. Viabilidad y tiempo de duplicaciéon de los cultivos obtenidos a
partir de LPH. (A). Células obtenidas a partir de ligamento periodontal humano
(LPH) fueron cultivadas en presencia de SFB en una superficie de 1,9 cm? a una
densidad de 5X10° células. Posteriormente las células fueron despegadas con
tripsina y contadas en un hemocitémetro con azul tripdn en los dias de cultivo
indicados. (B) Imagenes representativas de la incorporacién de BrdU y su
cuantificacion durante la fase logaritmica de proliferacién en con pulsos de 12,
24 y 36 horas de BrdU. Barra de aumento equivale a 50um.
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Figura 5. Las células obtenidas a partir de LPH son mesenquimales y contienen
células troncales/progenitoras que pueden ser aisladas inmunomagnéticamente.
Las células obtenidas de LPH fueron cultivadas en presencia de SFB en una superficie de 1,9
cm? a una densidad de 5X10° células, fueron fijadas en PFA 4% y se sometieron a
inmunofluorescencia. Imagenes representativas de (A) 4-prolilhidroxilasa y osteoprotegerina,
(B) Runx2 (C) STRO-1 (D) Imagen de un explante de LPH en el que se observan células
STRO-1(+). (E) Cuantificaciéon de la expresién de Runx2, 4-prolilhidroxilasa, osteoprotegerina
(OPG) y STRO-1 por inmunofluorescencia con respecto a las células DAPI (+) (F). Citometria
de flujo para el marcador STRO-1 (G) Aislamiento inmunomagnético y cuantificacion del
porcentaje de células STRO-1(+) obtenidas 1 semana post-aislamiento, las células fueron
contadas con respecto al numero de células DAPI (+). Barra de aumento equivale a (A, B, D)

50 um. (C) 20 um.
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3.2. Caracterizaciobn de las células STRO-1(+) aisladas
inmunomagnéticamente

Las células troncales y/o progenitoras aisladas inmunomagnéticamente,
ademas de la expresiébn de STRO-1, evidenciaron la capacidad de
generar clones en el ensayo de establecimiento de UFC y también
expresaron CD146/MUC18, que corresponde a un segundo marcador de
células troncales mesenquimales (Fig. 6 A-B'). Asi mismo en
condiciones basales, estas células HPLSC/progenitoras no expresaron los
marcadores de diferenciacién dsea (colageno tipo-I, Rc-PTH,
osteonectina y Runx2). Sin embargo, estos marcadores fueron evidentes
en la poblacién de células STRO-1(-) (Fig. 7 A-D). Por otra parte, el
potencial de diferenciacion a varios linajes de las células aisladas
inmunomagnéticamente fue confirmado ya que las HPLSC/progenitoras
fueron capaces de diferenciarse a los linajes dseo/cemento, adiposo y
neuronal después de haber sido incubadas durante 21 dias con los
respectivos medios de diferenciacién. La diferenciacién al linaje 6seo fue
evaluada por el depésito de calcio o nédulos de mineralizacion
depositados en cultivo y su composicién mediante analisis de EDAX (Fig.
8 A-C’); el depésito de triglicéridos evaluados por tincién oil red que
confirma la presencia de adipocitos en cultivo para la diferenciacion
adiposa (Fig. 8 D-F’) vy la expresién del marcador neuronal BIII tubulina
en el caso de la diferenciacién neuronal (Fig. 8 G- I).

Igualmente se compararon los potenciales de diferenciacion a los linajes

6seo y adiposo de las HPLSC/progenitoras con las de la poblacién STRO-
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1(-), lo que revelé una mayor diferenciacién de adipocitos en las
HPLSC/progenitoras con respecto a la poblacion STRO-1(-), en las que la
diferenciacion fue practicamente inexistente (Fig. 9 A, B). Por el
contrario la poblacion STRO-1(-) presenté un mayor depodsito de calcio y

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

SUPERPOSICION
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Figura 6. Las HPLSC/ progenitoras aisladas, son clonogénicas y positivas 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, después de 3 semanas en cultivo las células fueron fijadas con
PFA y tefiidas con hematoxilina de Mayer (A). Imagen representativa de las colonias
formadas (A’) y su cuantificacion (B-B’) Imdgenes representativas de
inmunofluorescencias dobles para STRO-1 y MUC18/CD146. Barra de aumento equivale a
(A) 1cm (B-B’) 50 pm.
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Figura 7. Las células HPLSC/progenitoras no expresan marcadores
6seos en condiciones basales. Una vez aisladas las poblaciones STRO-1(+) y
STRO-1(-) fue evaluada la expresién de marcadores de linaje dseo. Los niveles
de proteinas fueron evaluados por Western Blot y las respectivas cuantificaciones
densitométricas de (A) Runx2, (B) coldgeno tipo I, (C) Osteonectina y (D)
Receptor de Hormona Paratiroidea. Los resultados fueron cuantificados en el
programa Kodak Digital Imaging. Los resultados se expresan como la razén
entre las intensidades netas de la proteina analizada y de la a-tubulina. * p<
0.03 **p<0.003 ***p<0.0001
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Figura 8. Las HPLSC/progenitoras son multipotentes y se diferencian a los linajes
6seo/cemento, adiposo y neuronal. Las HPLSC/progenitoras fueron incubadas durante 21
dias en presencia de medio basal o medio osteogénico y fueron fijadas. (A) Cuantificacion del
depésito de calcio (pg/pozo) por colorimetria en los tiempos indicados. (B) Imégenes
representativas de los nddulos de mineralizacion depositados en cultivo tefiidos con rojo alizarin
y (B’) evaluados por microscopia electrénica de barrido. (C) Analisis elemental por nddulo y
(C’) su respectivo perfil de emisiéon con EDAX. (D-F’) Las HPLSC/progenitoras fueron
incubadas durante 21 dias en presencia de medio basal o medio adipogénico, fueron fijadas y
tefiidas con oil red y hematoxilina de Mayer. Imagenes representativas de la diferenciacion
adipogénica en las condiciones indicadas. (G-I) Las HPLSC/progenitoras fueron incubadas
durante 21 dias en presencia de medio basal o medio neurogénico, fueron fijadas y se
identific6 por inmunofluorescencia el marcador neuronal BIlI-tubulina. Imdgenes
representativas de la diferenciacién neuronal en las condiciones indicadas, observe en (I) la
composicién de 3 campos en los que se identifican neuritas en cultivo. Barra de aumento
equivalea (B’) 5 um. (F-I) 50 um.
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Figura 9. Las HPLSC/progenitoras tienen mayor capacidad de diferenciarse a tejido
adiposo pero menor capacidad de diferenciarse al linaje 6seo que las células STRO-1
(-). Las células STRO-1(+) o STRO-1(-) fueron incubadas en presencia de medio adipogénico
durante 21 dias. (A, B) Imagenes representativas y cuantificacién del nimero de adipocitos
presentes tefiidos con oil red después de la diferenciaciéon. Para la diferenciaciéon dsea las
células fueron incubadas con medio osteogénico durante los tiempos indicados. (C-F).
Cuantificacion de la actividad de fosfatasa alcalina y del depdsito de calcio en los tiempos y
células indicadas (G, H). Imdgenes representativas de las tinciones para fosfatasa alcalina y
rojo alizarin en las que se muestra mayor cantidad de nddulos de mineralizacion tefiidos de
rojo en la poblacién STRO-1(-). Barra de aumento equivale a 200um.
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3.3. Las células 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 pg/ml de Shh en
medio libre de suero o con 10uM Cyc, en presencia de SFB (10%). La
expresion de los transcritos de los genes blanco de la via de Shh GLI1 y
PTC-1, mostraron un incremento en la presencia de Shh y la
correspondiente disminucién en la presencia de Cyc, ademas de la
expresion de los factores de transcripcion GLI2 y GLI3 (Fig. 10A). Del
mismo modo, los niveles de proteina de Ptc-1 fueron modulados por el
tratamiento con Cyc, mostrando una disminucién de los niveles de
proteina en presencia del inhibidor farmacoldgico (Fig. 10 B).

Por otro lado se midieron los niveles de proteina de Shh en las
HPLSC/progenitoras y en la poblacién de células STRO-1(-), proteina 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 proteina Shh secretada por ambas poblaciones celulares, se utilizé
la linea celular reportera para Shh (C3H10T1 / 2), células en las que se
induce la actividad de fosfatasa alcalina (ALPA) en presencia de Shh
activo (Ingram y col., 2002). La linea celular se incubd con medios
condicionados derivados de HPLSC o de células STRO-1 (-) y como
controles positivos se usaron los agonistas de la via Shh y purmorfamina.
Solamente el medio condicionado proveniente de las células STRO-1 (+)
fue capaz de inducir ALPA (Fig. 10 D, E), lo que indica una fuente
autocrina de Shh. Ademads, el tratamiento con Cyc del medio

condicionado proveniente de las células STRO-1 (+) redujo
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significativamente la respuesta positiva de las células-reportero (Fig. 10
D, E). Por tanto, células STRO-1 (+) producen y a la vez responden a la

sefializacién de Shh.
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Figura 10. Las HPLSC/ progenitoras expresan los componentes de la via de
sefalizacion Shh/Gli, responden activamente a ésta y secretan Shh
autocrino. (A) Las células STRO-1 (+) fueron tratadas durante 48 horas con Shh
(3,3 pg / ml sin SFB o Cyc (10uM con SFB al 10%) y luego se evalud la expresion
de los transcritos de la via de sefializacion mediante RT-PCR semicuantitativo. Se
observaron cambios en la expresion de GLI1 y PTC-1 (B) Western blot y anadlisis
densitométrico de Ptc-1, cuyos niveles son disminuidos después del tratamiento
con Cyc. (C) Niveles de expresién de la proteina Shh en las poblaciones STRO-1
(+) y STRO-1 (-) revela mayores niveles de Shh en HPLSC. (D) imagenes
representativas de ALPA de las células C3H-10T1/2 2 tratadas con medio
condicionado (MC) de las células STRO- 1 (+) 6 STRO-1 (-). Porcentaje de células
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 200um.
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3.4. Las células STRO-1 (+) tienen cilios primarios, un centro de
sefalizacion necesario para la transduccién de Shh

Considerando el importante rol del cilio primario en la activacién de la via
de Shh en los vertebrados (Wong y Reiter, 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 (Rohatgi y col., 2007; Wang y col., 2009).
Los cilios primarios fueron detectados en las HPLSC por la expresién de
tubulina acetilada, que es un marcador de cilio primario y mediante
microscopia electrénica de barrido (Fig. 11 A-A', B). Posteriormente,
con el objetivo de evaluar el enriquecimiento de Smo en los cilios
después del estimulo con Shh, las células fueron transfectadas con un
constructo de expresién silvestre smo-flag (smo-wt). En condiciones
control la marca que se distribuyd por todo el citoplasma (Fig. 11 C). En
tanto, una vez que las células fueron estimuladas con Shh, se observé la
concentracién de Smo en el cilio primario (Fig. 11 D). Para confirmar
que efectivamente son las células STRO-1(+) en las que se observa el
reclutamiento de Smo en el cilio, se hicieron triples marcajes para STRO-
1, Smo y tubulina acetilada, confirmando la localizacién subcelular de
Smo en presencia de los agonistas farmacoldgicos Shh o purmorfamina
(Fig. 12 A, B y C). Como control, se utilizd una forma mutante activa de
Smo (SmoAl) que se localiza exclusivamente en el cilio primario (Fig. 12
D). Basandose en estas observaciones se concluye que HPLSC/

progenitores, responden activamente a via de sefializacién Shh/GIi.
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Figura 11. Las HPLSC/progenitoras tienen cilio primario, un centro de
sefalizacion necesario para la transduccion de sefiales de Shh/Gli y
responden a la via al movilizarse Smo a la punta del cilio. (A) Imagenes
de la inmunotincién para tubulina acetilada que marca los cilios primarios en las
HPLSC. (A') Mayor amplificacién de una sola célula con su cilio primario. (B)
Iméagenes tomadas en el microscopio electrénico de barrido que muestran un
cilio primario. (€) HPLSC fueron transfectadas con smo-wt-tag y luego se hizo la
doble inmunotincién para tubulina acetilada y flag. Imagenes de las células en
medio control o (D) tratadas con Shh (3,3 pg / ml). Barra de aumento equivale
a (B) 5um. (D) 20 pm.
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Figura 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 células en (A) medio control 6 (B) tratadas
con Shh o (G) purmorfamina. Las células STRO-1 (+) también fueron
transfectadas con una forma activada del Smo (SmoA1l). Barra de aumento
equivale a 20 um.
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3.5. Shh estimula la proliferacion de las células STRO-1(+)

Se evalud la respuesta proliferativa de las células STRO-1 (+) después de
48 horas de estimulacién con Shh recombinante en medio o-MEM o
inhibicion con Cyc, en presencia de SFB 10% y un pulso de 20 horas con
BrdU, ya que previamente se evidencid un tiempo estimado de
duplicacién de 24 horas. Una vez cuantificado el porcentaje de células
gue incorporan BrdU y las que expresan el antigeno Ki67, se evidencié un
incremento estadisticamente significativo tanto de las células BrdU(+),
como de las células 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 observo sélo en HPLSC/progenitoras, ya que no se detectaron cambios
proliferativos ni en los cultivos heterogéneos ni en las células STRO-1 (-)
(Fig. 14 A-G). Con base en estos resultados se concluye que Shh tiene

un claro efecto mitogénico sobre las HPLSC/progenitoras.
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Figura 13. Las HPLSC/progenitoras STRO -1(+) aumentan su proliferacion en
respuesta a la via Shh/Gli. Las células fueron tratadas durante 48 horas en cultivo
con Shh (3,3 pg/ml) o Cyc (10uM), incluyendo un pulso de BrdU durante las ultimas 20
horas. Se hizo inmunofluorescencia para BrdU y el antigeno de proliferacion Ki67. (A)
Imagenes representativas de células (+) en el medio sin SFB (B) Tratamiento de Shh
en el medio de cultivo sinSFB. (C) las células en los medios de cultivo con SFB (D) o el
tratamiento Cyc en presencia de SFB. Cuantificacion de las células (E) BrdU (+) (F)
Ki67 (+) (G) doble (+) para BrdU y Ki67. La cuantificacion de las células (+) se expresa
como un porcentaje del total de células DAPI (+) *** p <0,001. Barra de aumento
equivale a 50pum.
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Figura 14. Ni los cultivos heterogéneos de LPH ni las células STRO-1(-)
cambian su proliferacion en respuesta a la via Shh/Gli. Células obtenidas a
partir de LPH o células STRO-1(-) fueron tratadas durante 48 horas en cultivo con
Shh o Cyc en las concentraciones indicadas, incluyendo un pulso de BrdU durante las
Gltimas 20 horas. Se hizo inmunofluorescencia para BrdU, el antigeno de
proliferacion Ki67 y se midid la reduccion de MTS. (A) Cuantificacion de las células
de LPH BrdU (+) tratadas con Shh (pug/ml) o Cyc (UM) en presencia de SFB 6 (B)
tratadas con Shh sin SFB (C) Cuantificacion de la actividad de deshidrogenasas
mitocondriales, producto de la reduccion de MTS en células STRO-1(-) 48 horas
después de los tratamientos indicados. (D, E) Cuantificacion de las células STRO-1(-
) Ki67 (+) y BrdU (+) tratadas con Cyc La cuantificaciéon de las células (+) se
expresa como un porcentaje del total de células DAPI (+) (F, G) Imé&genes
representativas de inmunofluorescencia para BrdU y Ki67. Barra de aumento
equivale a 50um.
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3.6. Shh estimula la diferenciacion 6sea/cementoblastica de las
células STRO-1(+) y STRO-1(-)

El proceso de diferenciaciéon al linaje 6seo es altamente regulado y se
lleva a cabo por el compromiso de las células troncales hacia los
diferentes estadios de maduracion osteoblastica/cementoblastica
involucrando la participacién de diversos factores de transcripcién que
controlan este proceso (Fig. 3). Dado que las células osteoprogenitoras y
los osteoblastos inmaduros secretan fosfatasa alcalina antes de la
mineralizacién (Nanci y col., 2008), se cuantificd la ALPA como marcador
temprano de la diferenciacién hacia el linaje éseo/cemento e igualmente
se utilizé la medicién del depésito de calcio como un indicador de su
diferenciacion terminal. Para determinar estos pardmetros se uso la linea
celular de osteosarcoma humano SaOs-2 como control positivo. En estas
células se evidenciaron niveles de ALPA basales estables durante el
tiempo de diferenciacién, ain en presencia de medio osteogénico y el
depésito de caicio como se ha reportado previamente (McQuillan y col.,
1995) (Fig. 15 A, B).

Con el objetivo de evaluar la funcién de la via Shh en la diferenciacién al
linaje 6seo/cemento los cultivos heterogéneos de LPH y las células STRO-
1(+) y (-) fueron incubadas durante 7, 14 y 21 dias en presencia del
inhibidor Cyc. Tanto las células STRO-1(-) como STRO-1(+) incubadas
con medio basal evidenciaron una ALPA estable durante el tiempo
cuantificado y que en presencia de solo medio osteogénico disminuye
paulatinamente (Fig. 15 C, D). En las células STRO-1(-), que

corresponden en su mayoria a células osteoprogenitoras o células
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comprometidas en el camino de diferenciacién al linaje dseo/cemento, el
tratamiento con Cyc en presencia de medio osteogénico disminuyd
significativamente la ALPA en el dia 7 de diferenciacién (Fig. 15 C). Por
el contrario en las células STRO-1(+) que corresponden a células
HPLSC/progenitoras, incubadas con medio osteogénico y Cyc, se vio una
disminucién de la ALPA en los dias 1 y 4, permaneciendo estable e
incluso aumentando en los dias 7 y 14 (Fig. 15 D).

Posteriormente, se cuantificé el depésito de calcio durante los dias 7, 14
y 21 de diferenciacién en ambas poblaciones celulares. Se observé en
presencia de medio osteogénico y Cyc, una disminucién estadisticamente
significativa en el depdsito de calcio a los 14 dias, en ambas poblaciones
celulares STRO-1(-) Y STRO-1(+) (Fig. 15 E, F).

A continuacién se evalud la expresidn de varios genes relacionados con el
proceso de diferenciacion al linaje dseo/cemento, en los cultivos
heterogéneos obtenidos a partir de LPH. Las células incubadas en
presencia del inhibidor Cyc y medio osteogénico, presentaron un
aumento de la expresion de los transcritos de RUNX2 y OSX en los dias 7
y 14 y una disminucién del transcrito de ALP con respecto al control con
solo medio osteogénico (Fig 16 A- D).

Finalmente se determiné la expresion del transcrito de SHH durante la
diferenciacién, mostrando un aumento notable en presencia de Cyc tanto
a los 7 como a los 14 dias (Fig. 16 A, E).

Por otra parte los niveles de proteina Shh fueron evaluados durante la
diferenciacion temprana hacia el linaje dseo/cemento en las células

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

56




solo medio osteogénico después de 4 dias de incubacién (Fig. 17) lo que
sugiere una modulacién de los niveles de la proteina en presencia del
medio osteoinductivo.

Finalmente y debido a la evidente respuesta a la via de sefializacién
Shh/Gli durante la diferenciacién Osea/cementobldstica de las células
STRO-1(-), se evalud la expresién de los transcritos de GLI1 y GLI2 en
estas células, observando una disminucién del transcrito de GLIZ
posterior al tratamiento con Cyc (Fig. 18 A), lo que sugiere una
respuesta a la via de sefializacién. Ademas las células STRO-1(-)
presentan cilios primarios y responden con la re-localizacién subcelular
de Smo, cuando son transfectadas con smo exdgeno y tratadas con el
agonista purmorfamina (Fig. 18 B, C).

Estos resultados sugieren una posible influencia de Shh en Ia
diferenciacion de las células del ligamento periodontal humano hacia

osteoblastos/cementoblastos maduros.
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Figura 15. La via de sefializacién Shh/Gli participa en la diferenciacién al linaje
6seo de las células del LPH. (A) Niveles de actividad de fosfatasa alcalina (ALPA) y
(B) calcio depositado en células SaOs-2. En las células obtenidas de LPH, ALPA fue
cuantificada durante los tiempos y medios indicados, para las células: (€) STRO-1(-) y
(D) STRO-1(+). El depdsito de calcio fue cuantificado durante los tiempos y medios
indicados, se evidencia una disminucion significativa en el depdsito de calcio a los 14
dias, con el tratamiento con Cyc para las células (E) STRO-1(-) y (F) STRO-1(+). * p
0,01 **, p 0.001 *** p <0,0001. O= medio osteogénico Cyc= Ciclopamina 10 uM.

58




Niveles relativos de transcrito OSX durante la
diferenciacion 6sea en cultivos LPH heterogéneos

8

Niveles relativos de transcrito ALP durante la
diferenciacion ésea en cultivos LPH heterogéneos
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Figura 16. En los cultivos heterogéneos de LPH Shh actia sobre los progenitores y
osteoblastos inmaduros. Cultivos heterogéneos obtenidos del LPH fueron incubados con medio
osteogénico durante 14 dias y tratados con el antagonista Cyc. (A) RT-PCR semicuantitativo para
los transcritos RUNX2, OSX, ALPA, SHH Y GAPDH. (B) Cuantificacidn de la expresién relativa del
transcrito de RUNX2 que aumenta significativamente con el tratamiento con Cyc. (€) Cuantificacion
de la expresion relativa del transcrito de OSX que aumenta significativamente con el tratamiento
con Cyc. (D) Cuantificacién de la expresion relativa del transcrito de ALPA que disminuye con el
tratamiento con Cyc. (E) Cuantificacion de la expresion relativa del transcrito de SHH que aumenta
significativamente con el tratamiento con Cyc. La cuantificacién relativa corresponde al anélisis
densitométrico con respecto a la expresion de GAPDH, a los controles se les asigné el valor de 1 a
las unidades relativas de intensidad. * p <0,01. ALP= fosfatasa alcalina, OSX=6sterix, B= medio
basal, O= medio osteogénico.
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Niveles de Shh en la diferenciacion
osea/cemento temprana de células STRO-1(+)
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Figura 17. Los niveles de proteina de Shh incrementan en presencia del
estimulo osteogénico. Células STRO-1(+) fueron incubadas durante 4 dias en
medio basal o medio osteogénico, luego los niveles de proteina de Shh fueron
evaluados por Western Blot con su respectivo analisis densitométrico. * p 0,01.
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Figura 18. Las células STRO-1(-) expresan los componentes de la via
Shh/Gli, presentan cilio primario y responden a la via translocando a
Smo. (A) Las células STRO-1(-) fueron tratadas con Cyc durante 48 horas y
luego se evalud la expresién de los transcritos de la via de sefializacién mediante
RT-PCR semicuantitativo, se observaron cambios en GLI 1, lo que indica que las
células responden a la via. (B) Las células fueron transfectadas con smo-wt y
con un flag-tag y se hicieron dobles marcajes para tubulina acetilada y flag.
Imagenes representativas en las células en medio control 6 (C) tratadas con
purmorfamina. Barra de aumento equivale a 10 ym.




4. DISCUSION

Una pregunta importante y ain sin dilucidar en la regeneracién
periodontal es la identificacion de los mecanismos moleculares que
controlan la proliferacion celular y/o diferenciacion de HPLSC/
progenitoras, ya que su presencia en el LPH ha permitido generar
terapias celulares para la regeneracién de los tejidos que componen al
periodonto e incluso ser fuente de células mesenquimales para la
regeneracién de otros tejidos (Huang y col., 2009; Feng y col., 2010, Lin
y col., 2008 y 2009). Este trabajo muestra por primera vez que las
HPLSC/progenitoras, son capaces de responder a los estimulos
mitogénicos de Shh. Se obtuvieron y se caracterizaron células a partir del
LPH, asi como se logré la separacion in vitro de 2 poblaciones celulares
STRO-1 (+) y STRO-1 (-).

Las células que se identificaron como HPLSC/progenitoras son adherentes
a la superficie de cultivo, expresan los marcadores de células troncales
mesenquimales STRO-1 y MUC18/CD146 y no expresan marcadores de
diferenciacion ésea en condiciones basales (coldgeno tipo I, Rc-PTH,
osteonectina y Runx2). Por el contrario, los marcadores de diferenciacion
6sea, inicialmente abundantes en los cultivos heterogéneos antes de
aislamiento magnético, se conservaron principalmente en la poblacién

STRO-1(-), dando cuenta de un mayor grado de compromiso y capacidad
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de diferenciaciéon al linaje déseo/cemento, ya que la gran mayoria
expresan el factor de transcripcion Runx2 (Marie, 2008).

De la misma manera que en el modelo usado en este trabajo, se ha
reportado antes que las células aisladas inmunomagnéticamente tienen el
potencial de diferenciarse a varios linajes, entre estos 6seo/cemento,
adiposo y neuronal (Seo y col., 2004; Xu y col., 2009; Psaltis y col.,
2010 ). Ademads se compararon los potenciales de diferenciacién entre
las poblaciones celulares STRO-1(+) y STRO-1 (-), observando un
potencial importante hacia el linaje 6seo de las células STRO-1(-), que es
consistente con la expresiéon de los niveles de marcadores 6seos en
condiciones basales y que al ser incubados con medio osteogénico, se
observa un mayor depdsito de calcio que las células STRO-1(+). Con
respecto a la diferenciacion al linaje adiposo, las células STRO-1(+)
mostraron una capacidad evidente para formar adipocitos, mientras que
en las células STRO-1(-) esta diferenciacion fue casi inexistente.

En conclusién, las células aisladas inmunomagnéticamente con el
anticuerpo STRO-1, poseen caracteristicas de células troncales por la
expresion de los marcadores STRO-1 y MUC18/CD146, la formacion de
colonias fibroblastoides en condiciones de muy baja densidad celular y
tienen el potencial de diferenciarse a varios linajes in vitro.

Con respecto a los componentes de la via de sefializacion Shh/Gli, las
HPLSC/progenitoras expresaron los componentes de la via, incluyendo
todos los factores de transcripcion GLI. Ademas fueron capaces de
responder activamente a Shh ya que estas células mostraron una mayor

expresion de PTC-1 y GLI1 (genes blancos de la via) con el tratamiento
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con Shh o una disminucién de los mismos genes después de la incubacién
con el inhibidor Cyc. Del mismo modo, se observé una menor expresion
de los niveles de proteina Ptc-1 en el tratamiento con Cyc. Ademas se
mostrd la presencia de cilio primario en las células STRO-1 (+). El cilio
primario es considerado como una verdadera antena de sefalizacion
utilizada por las células de los vertebrados, incluyendo a los humanos.
Las vias de sefializacion 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 (Christensen y
Ott, 2007). En este organelo celular se evidencia un mecanismo
sofisticado, mediante el cual las células pueden sensar y concentrar los
componentes de las vias de sefializacién para llevar a cabo sus funciones
en la expresién génica. Esto incluye el trafico de proteinas y el transporte
intraflagelar dentro del cilio primario, necesarios e indispensables para
transportar a las proteinas que requieren concentrarse y generar la
respuesta celular a las sefales que recibe. (Goetz y Anderson, 2010;
Wong y Reiter, 2008). El cilio primario, es necesario para la sefializacion
de HH, ya que no se han podido detectar proteinas Gli activadoras en los
mutantes que carecen de cilios. Igualmente, los hallazgos reportados en
ciliopatias en humanos como la polidactilia en pacientes con los
sindromes de Bardet-Bield y Meckel, que han sido atribuidos a defectos
en la sefializacion de HH; el sindrome de Joubert, en el que uno de los
sintomas es la ataxia, debido a la hipoplasia cerebelar atribuida a Ia
dependencia de HH y por dltimo la fibrosis quistica en el rifién (Goetz y

Anderson, 2010). Cabe anotar que aln faltan por determinar
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molecularmente los mecanismos mediante los cuales, defectos en los
componentes del cilio primario o proteinas del transporte intraflagelar
llevan a generar estos fenotipos similares a los defectos que produce una
alteraciéon en la sefalizacion de Hh/Gli (Caspary y col., 2007; Wong y
Reiter, 2008; Wong y col., 2009, Goetz y Anderson, 2010).

De acuerdo con estudios previos en otros modelos de mamiferos,
después de la transfeccioén transitoria de las células HPLSC/progenitoras
con el constructo de expresion smo-wt y la estimulacién con Shh o una
forma activadora de Smo, el smo exdgeno se localizé en la punta del
cilio, concentraciéon que es necesaria para la activacion de la via a través
de los factores Gli activadores (Rohatgi y col., 2007; Wang y col., 2009).
La expresion de los componentes de la via Shh/Gli, los cambios en los
genes blancos después de los tratamientos farmacoldgicos con los
agonistas y el antagonista de Shh, la presencia de cilio primario y la
concentracién subcelular de smo bajo el estimulo de Shh, prueban que
las células STRO-1 (+), constituyen una nueva poblacién de células
troncales/progenitoras mesenquimales capaces de responder a la via de
Shh/Gli.

Por primera vez se reporta que Shh actlia como un mitdgeno para la
poblacién de células STRO-1 (+), puesto que se vio un aumento de la
incorporacién de BrdU y del antigeno Ki67 después del tratamiento con
Shh. Sorprendentemente, incluso en presencia de altas concentraciones
de SFB (10%) el antagonista Cyc fue capaz de disminuir la incorporacién
de BrdU y la expresién de Ki67.

Estos resultados indican una funcién de Shh en la modulacién de la auto-
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renovacion de la poblacién de células progenitoras en el LPH. En cuanto a
la fuente de la proteina Shh, tanto las células STRO-1 (+) como STRO-1
(-) expresan la proteina Shh activa (N-terminal). Sin embargo, Shh se
detectd principalmente en la poblaciéon STRO-1 (+). La actividad funcional
de la proteina Shh secretada por las células de LPH se evalud utilizando
la linea celular reportera para Shh (C3H-10T1/2). Este enfoque
experimental mostcé un aumento significativo en la ALPA de las células
C3H-10T1/2, después del tratamiento con los medios condicionados que
provenian de las células STRO-1(+). Por lo tanto, las HPLSC/
progenitoras, a través de la secrecién de Shh, pueden modular su auto
renovacion por lo que Shh podria actuar como un factor de nicho
fisiologico.

Posteriormente, se evalué la funcion de la via Shh/Gli en la diferenciacién
al linaje 6seo/cemento de las células mesenquimales presentes en el LPH,
teniendo en cuenta que existen reportes previos que vinculan esta via de
sefializacion en la diferenciacién osteoblastica tanto en los procesos de
formacién 6sea endocondral como intramembranosa durante el desarrolio
embrionario e incluso en la homedstasis de este tejido durante la vida
adulta (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 expresién
basal de ALPA como se ha reportado en la literatura previamente (Seo y
col., 2004; Nanci y col., 2008). Esta actividad es requerida para que las
células 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 inorgdnico, necesarios para la
nucleacién 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
osteogénico, se observd una disminucién significativa de la ALPA a los 7
dias, en las células STRO-1(-) que en su mayoria se componen de células
osteoprogenitoras o en camino a la diferenciacién al linaje 6seo/cemento;
lo que probablemente sugiere una inhibicién en la diferenciacién de las
células STRO-1 (-) por la ausencia de Shh. Ademas, en las células STRO-
1(-) tratadas con el inhibidor Cyc se observé una disminucién significativa
en el deposito de calcio en el dia 14, mostrando un efecto inhibitorio en la
funcién de estas células terminalmente diferenciadas, que es el depdsito
de calcio. Por el contrario en el dia 21 el depédsito de calcio no mostré
diferencias significativas entre las células tratadas solo con medio
osteogénico y las incubadas con Cyc, lo que sugeriria un mecanismo
compensatorio de la inhibicién de Shh durante la diferenciacién tardia al
linaje dseo/cemento. Cabe mencionar que ademés de observar esta
respuesta inhibitoria de Ila diferenciacion désea/cementobldstica en
ausencia de la via Shh en las células STRO-1(-), se comprobd su
capacidad de respuesta a la via por la disminucién de transcrito de GLI1,
posterior al tratamiento con Cyc, asi como la presencia de cilios primarios
y la localizacién subcelular de Smo exdgeno después del estimulo con
Pur.

Por otra parte, se observé una inhibicién en el depésito de calcio después
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del tratamiento con el Cyc en las células STRO-1(+) en el dia 14. Esta
inhibicién en el depdsito de calcio en ambas poblaciones en ausencia de
Shh, es consistente con previos reportes en los que en otros modelos Shh
incrementa el depésito 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 células STRO-
1(+) es dificil de interpretar, dado que estas células tienen una actividad
basal de ALPA due se mantiene durante el tiempo y su incremento
después de la incubacidn con medio osteogénico fue significativa con
respecto al medio basal solamente los dias 1 y 4 de diferenciacion,
tiempos en los cuales el tratamiento con Cyc llevd a la disminucién de
ALPA, que en dias posteriores es recuperada. Ademas, la disminucién a
través del tiempo de ALPA no fue tan evidente como si lo fue en las
células STRO-1(-). Probablemente este fenémeno sugiere que las células
contindian en un estado indiferenciado o en un estado de diferenciacion
distinto al de las células STRO-1(-) y que el efecto de la inhibicion de la
via que se observa en los dias 1 y 4 es recuperado probablemente por
mecanismos compensatorios.

Ademas, se observd que la via de sefializacion Shh/Gli influye en los
niveles de expresién de RUNX2 y OSX, ya que el tratamiento con Cyc,
aumentd significativamente los niveles de estos transcritos en los
cultivos heterogéneos en los dias 7 y 14. El aumento de los transcritos
de genes expresados por células osteoprogenitoras y osteoblastos
inmaduros probablemente indica que estas células dependen de la via

Shh/Gli para continuar su proceso de diferenciacién. Por lo tanto el
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tratamiento con Cyc hace que estas células no avancen al siguiente
estadio de maduracién. Estos resultados, indican que Shh
probablemente influye en la transiciéon de células osteoprogenitoras y de
osteoblastos inmaduros hacia su completa diferenciacién al linaje
dseo/cemento.

Al evaluar los niveles de proteina Shh funcional (amino-terminal) en las
células STRO-1(+) a los cuatro dias de diferenciacion al linaje
dseo/cemento, se observé un aumento significativo de la proteina al ser
incubadas con solamente en medio osteogénico, lo que sugiere que
probablemente los niveles de Shh son regulados durante la diferenciacién
Osea/cementoblastica y necesarios como fuente autocrina o paracrina
para llevar a cabo su funcién en el proceso de diferenciacion.

Estos resultados indican que Shh probablemente influye en la
diferenciacion de las células HPLSC, osteoprogenitoras y de osteoblastos
inmaduros presentes en el LPH, llevando a su completa diferenciacién, lo
que necesariamente implica el depdsito de calcio. Ademads 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 dias 7 y 14, tiempo durante el cual la via influye en la
diferenciacién de las células. Adicionalmente la actividad de la proteina
podria estar interactuando con otras vias de sefializacion que son
indispensables para la diferenciacion. Tal como se ha reportado en otros
modelos, existe un evidente relacién 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 actla sobre genes como




runx2 (Takahito y col., 2002; Zhao y col., 2006,). Adicionalmente existen
otras vias de sefializaciéon, que han mostrado ejercer potentes funciones
durante el proceso de diferenciacion ésea y que probablemente se
integren con los efectos de Shh. Ademas de Bmp2, la via Wnt candnica
es esencial para el compromiso y la diferenciacion hacia el linaje
osteoblastico (Piters y col., 2008). La via Wnt ha mostrado promover la
expresion de Runx2 y Alpa in vitro y en modelos in vivo ha evidenciado
que su activacion lleva a un incremento en la masa ésea y cuando es
inhibida se presenta pérdida dsea. Existe ademds un sinergismo entre
las sefiales de Bmp y Wnt, que es critico para el desarrollo esquelético y
su homeostasis. La via Wnt candnica es necesaria para la induccién de
hueso a partir de BMP-2 jn vivo y la inhibicidn de GSK3, uno de los
componentes de la via Wnt, ha mostrado extender el efecto de la
duracion de las sefiales de Bmp. (Millat y col., 2009; Rodriguez-Carballo
y col.,, 2010). Por lo tanto explorar los mecanismos que estdn
involucrados en la integracion de las sefiales que participan en el proceso
de diferenciacién 6sea, determinar la ventana temporal y concentracion
de cada una de estas sefiales, incluyendo a Shh/Gli, permitiria generar
nuevas alternatives terapéuticas, que incluyan la modulacién de estas
sefiales en el tratamiento de patologias y traumas para la regeneracién
del tejido dseo.

Finalmente, los resultados de este trabajo sugieren que Shh promueve la
proliferacién de las células troncales/progenitoras presentes en el LPH y

probablemente modularia la diferenciacion de células comprometidas en

el linaje 6seo/cemento.




4.1. Perspectivas

Aunque en este trabajo se caracterizd la actividad mitogénica de Shh en
la poblacion de células troncales/progenitoras presentes en el LPH, este
factor debe ser explorado como un factor de nicho a nivel molecular para
estudiar los modelos de regeneracién en el LPH, los tejidos de soporte del
diente y ser utilizado en las terapias celulares regenerativas. Por lo tanto
se requiere de experimentos con modelos in vivo que permitan analizar la
funcién de esta proteina a nivel fisiolégico en este tejido adulto. Por
ejemplo, la inyeccién 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 expresion de STRO-1 y MUC18/CD146, la
incorporacién de BrdU y el antigeno de proliferaciéon Ki67. Asi mismo
generar defectos periodontales, haciendo ventanas quirdrgicas en el
tercio medio radicular, como se ha reportado anteriormente (Leckic y
col., 2001) y luego evaluar la expresiéon de los componentes de la via en
ventanas temporales determinadas, durante el proceso de cicatrizacion
de los defectos creados, para analizar la funcién de Shh en condiciones
similares a las patologias o traumas.

Por otra parte, el establecimiento de Shh como una proteina que modula
la diferenciacién al linaje 6seo requiere ser mejor explorado, y aunque se
observaron importantes cambios en la expresién de los transcritos de
RUNX2 y OSX después del tratamiento con Cyc a los 7 y 14 dias del
proceso de diferenciacion ésea, es necesario determinar los niveles de

proteina de Runx y Osx, en estos mismos tiempos. Igualmente se
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requiere evaluar los niveles de proteina funcional de Shh durante todo el
proceso de diferenciacién ya se evidencié una induccién de la expresién
de Shh con la incubacién de solamente medio osteogénico. Para evaluar
el efecto autocrino de la via, se requeriria de tratamientos con
anticuerpos que bloqueen la sefial de Shh o incluso de dominantes
negativos que inhiban su secreciéon al medio de cultivo, bloqueando un
posible efecto autocrino de esta proteina en este modelo. Igualmente
seria necesario cuantificar la cinética de los niveles de esta proteina
durante la diferenciacién en las células STRO-1(-).

Serd necesario también observar los niveles de marcadores
osteo/cementoblasticos en etapas tardias de la diferenciacién como el
colageno tipo I, osteocalcina y osteopontina, que probablemente den
cuenta del cambio en el depdsito de calcio observado después de los
tratamientos con Cyc.

Ademés para determinar la ventana temporal de acciéon de Shh durante
la diferenciacion 6sea, se requiere hacer experimentos de inhibicién
farmacoldgica durante la primera y segunda semanas de diferenciacion,
retirar los inhibidores del medio de cultivo y evaluar durante la tercera
semana del proceso de diferenciacién la expresion de los transcritos y /o
proteinas para Runx2, Osx, Colégeno tipo I, Osteopontina y Osteocalcina.
Por dltimo, para evaluar la especificidad de la accion de Shh sobre
osteoblastos inmaduros, es necesario observar el efecto de Shh durante
la tercera semana de diferenciacion, tratando las células con el inhibidor
o los agonistas de la via solo durante la tercera semana del proceso de

diferenciacién.
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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 células
expresaron marcadores mesenquimales y tienen una baja proporcién de

células troncales (5%)

5.2. Se lograron aislar y caracterizar las células troncales mesenquimales
STRO-1(+) presentes en el ligamento periodontal humano. Estas células
son clonogénicas, expresan marcadores caracteristicos de células

troncales y tienen el potencial de diferenciarse a varios linajes.

5.3. Llas células troncales mesenquimales STRO-1(+) expresan los
componentes de la via de sefializacién Shh/Gli, son capaces de responder
a la ganancia o pérdida de funcidn farmacoldgica. Asi mismo, estas
células poseen cilios primarios, en los cuales se observé una localizaciéon

subcelular de Smo, una vez son tratadas con agonistas de la via.

5.4. Shh tiene una funcidn mitogénica especifica sobre la poblacion de
células troncales/progenitoras presentes en el ligamento periodontal

humano.

oY
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5.5. Se evidencié un menor depésito de calcio en las células tratadas con
el inhibidor Cyc durante el proceso de diferenciacion al linaje

dseo/cemento tanto en las células STRO-1 (+) como en las STRO-1(-).

5.6. Se logré establecer que Shh influye en la diferenciacién de las

células osteoprogenitoras y osteoblastos inmaduros, durante Ia

diferenciacion al linaje éseo.
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