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RESUMEN

Las células troncales derivadas de pulpa dental se originan de la cresta neural y
migran durante el desarrollo embrionario, para formar distintas estructuras
craneofaciales y tejidos incluyendo la pulpa dental, compuesta de células
diferenciadas e indiferenciadas que conservan su multipotencialidad hasta la etapa
adulta y se diferencian in vitro a linajes mesenquimales y neuronales. Se ha
establecido su valiosa relacién con los componentes del SNC en virtud de que
promueven la supervivencia de neuronas dopaminérgicas del ganglio trigémino, y
motoneuronas de la médula espinal en diferentes modelos de lesion a través de la
produccién de factores neurotroficos, inhibicion de la apoptosis, inhibicion de la
sefalizacion de inhibidores del crecimiento axonal y, reemplazo de los
oligodendrocitos dafiados mediante diferenciacion. Ademas, su capacidad de
diferenciarse in vivo a neuronas funcionalmente activas en modelos de embrién de
pollo e hipocampo de rata, nos llevo a evaluar su potencial regenerativo en otro
sitio del sistema nervioso: la retina. Este tejido, incapaz de regenerarse en
mamiferos, es responsable de la fototransduccion, esta compuesto de tres capas
de nucleos y dos de sinapsis con diversos tipos neuronales (células ganglionares,
amacrinas, horizontales, bipolares y fotorreceptoras) y gliales (células de Miller,
astroglia y microglia). Bajo la hipétesis de que las células ectomesenquimales de
pulpa dental son capaces de diferenciarse a elementos neuronales de la retina,
cultivamos células humanas de pulpa dental con medio condicionado de explantes
organotipicos de retina control y dafiada con N-metil nitroso urea, observando que,
cambian su potencial de proliferacién y desarrollan proyecciones citoplasmaticas
delgadas y bien definidas que les confieren morfologia unipolar, bipolar o
estrellada, similar a la forma de las neuronas. Ademas de expresar marcadores
neurales como: la molécula polisialicilada de adhesion de célula neural (PSA-
NCAM), NEUROD-1, los factores de transcripcion OTX2 y CRX, y marcadores de
neuronas de la retina; POU4F1, de células ganglionares y NRL y RODOPSINA, de

fotorreceptores.



INTRODUCCION
1. Células Troncales

La auto renovacion (division asimétrica o simétrica que mantiene el estado
indiferenciado a la vez que da origen a células progenitoras 0 maduras) y el
potencial para diferenciarse en diversos tipos celulares son las caracteristicas
principales de las células troncales (SC). Segun su origen, las SC se clasifican en:
embrionarias (ESC) que dan lugar a todo el organismo durante el desarrollo;
fetales (FSC); amnidticas (AFSC) y adultas (ASC) [1]. Actualmente es posible
obtener células troncales pluripotentes inducidas (iPSC) a partir de células
somaticas utilizando factores de transcripcion [2]. Respecto a su potencial, las SC
se clasifican en totipotentes, aquellas que forman la moérula y pueden dar lugar a
un organismo completo, incluyendo el tejido placentario; pluripotentes, que
integran la masa celular interna del blastocisto y forman las tres capas
embrionarias (mesodermo, endodermo y ectodermo); multipotentes, si se
diferencian a tipos celulares del mismo linaje; oligopotentes, que se diferencian en

pocos tipos celulares y unipotentes, si dan lugar a un solo tipo celular [1].
2. Células Troncales de Pulpa Dental

Las células troncales de pulpa dental, DPSCs por su nombre en inglés (Dental
Pulp Stem Cells), son células troncales adultas que se originan de la cresta neural
craneal y participan en la dentinogénesis e inervacion de los dientes. Bajo las
condiciones apropiadas, pueden diferenciarse a condrocitos, osteoblastos,
adipocitos, neuronas, células de musculo liso [3] y hepatocitos [4]. Su capacidad
para diferenciarse a linajes mesenquimales, clonogenicidad y alta proliferacion fue
reportada inicialmente en el afio 2000 por Gronthos y colaboradores [5]. Estas
células se aislan de la camara interior de dientes primarios o bien de terceros
molares permanentes y constituyen un cultivo heterogéneo de apariencia
fibroblastica, que carece de marcadores endoteliales y hematopoyéticos (CD45,
CD34, CDl11b/c, HLA-DR), pero presenta marcadores mesenquimales



(CD44,CD90, CD73 ,CD105) y neurales (Dcx, nestina, GFAP, Il tubulina, NeuN,
A2B5 y CNPasa) [6].

Durante la inervacion de la pulpa dental y, en co-cultivo con células neuronales,
las DPSCs producen factores neurotréficos como: factor de crecimiento nervioso
(NGF), factor neurotréfico derivado de glia (GDNF), factor neurotrofico derivado de
cerebro (BDNF) y factor neurotrdfico ciliar (CNTF). Estas caracteristicas permiten
que las DPSCs promuevan la supervivencia de neuronas dopaminérgicas
embrionarias [7], neuronas sensoriales del ganglio trigémino y motoneuronas de la
meédula espinal [6]. También se ha observado que las DPSCs dirigen la orientacion
de los axones a través de la quimiocina CXCL12 [8] y se diferencian a neuronas
funcionales en estudios in vivo con embriones de pollo [9] y en hipocampo de
ratdbn adulto [10]. Ademas, poseen una mayor capacidad para diferenciarse en
neuronas y células epiteliales en comparacion con las células troncales
mesenquimales de médula ésea (BM-MSC) [11] ya que bajo condiciones
ambientales adecuadas, las células troncales de pulpa dental no solo expresan
marcadores de diferenciacion neuronal como B-lll tubulina, NeuN, PSA-NCAM,
NF-M y NF-H sino que también producen corrientes de sodio comparables con las
reportadas para neuronas [9] y se sabe que la expresion de canales de sodio es
critica para el desarrollo de potenciales de accion [64] e incluso es utilizada como
herramienta para evaluar la maduracién neuronal de células troncales neurales
(NSC) [65]. Su origen embrionario, la capacidad de mantener su troncalidad aun
en la etapa adulta y la relativa facilidad con que se diferencian hacia el linaje
neuronal podrian conferirles un alto potencial regenerativo en el campo de la

neuro-reparacion.



Figura 1. Morfologia in vitro de células troncales de pulpa dental (DPSCs) marcadas por
inmunofluorescencia, que expresan el marcador mesenquimal CD44 (rojo), los ndcleos
fueron marcados con DAPI (azul). Barra de calibracion = 50 um [3].

2.1 Potencial regenerativo de las células troncales de pulpa dental

Las células troncales derivadas de la pulpa dental interaccionan con su entorno a
través de dos mecanismos regenerativos: secrecion de factores neurotréficos [63]
y diferenciacién [7]. Por ejemplo; en modelos de lesién de médula espinal, inhiben
la sefiales de inhibicion del crecimiento axonal (AGI) generadas por
oligodendrocitos y astrocitos reactivos preservando los axones e inhibiendo la
degradacion de mielina. Ademas se diferencian para reemplazar los
oligodendrocitos perdidos e inhiben la apoptosis de neuronas, astrocitos y

oligodendrocitos mediante soporte neurotrofico [6].

Las DPSCs también contribuyen al mejoramiento de la funcién hepatica en fibrosis
inducida por tetracloruro de carbono y logran diferenciarse in vivo a hepatocitos, si
son cultivadas en condiciones de induccion hepatica antes del trasplante [4]. En
modelos de infarto al miocardio, se han trasplantado DPSCs mejorando la funcion
sistélica y disminuyendo el tamafio de la lesion a través de la secrecién de
factores anti-apoptéticos y pro-angiogénicos como VEGF, conservando su fenotipo
[40].

Naturalmente, se ha investigado su potencial en la regeneracion de piezas

dentales encontrando que al combinarse con matrices biocompatibles de
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hidroxiapatita y fosfato de calcio generan un complejo de dentina y pulpa que
contiene odontoblastos [5]. Ademas cuando se cultivan con células de la yema
apical dental (ABC) y son trasplantadas en capsulas renales, se obtienen
estructuras muy ordenadas, compuestas de ameloblastos, esmalte, dentina,

predentina, odontoblastos y pulpa dental [39].

Debido a la facilidad con que pueden obtenerse y su alta capacidad proliferativa
[1,21] han despertado un gran interés en el campo de las células troncales por su
posible aplicacion clinica. Sin embargo, antes de trasladarlas al campo de la
medicina regenerativa, debemos superar la inestabilidad citogenética que resulta
de la manipulacion in vitro [13] e identificar mecanismos, protocolos y estimulos

de diferenciacion especificos.

Aunque la plasticidad de las células troncales de pulpa dental es muy amplia y
podriamos estudiarla en diferentes campos del conocimiento, decidimos realizar
un primer acercamiento a la forma en que estas células interaccionan con una

parte fundamental del sistema nervioso central; la retina.
3. Retina
3.10rganizacion y funcién de sus componentes celulares

La retina es un tejido sensible a la luz que forma parte del sistema nervioso
central, se deriva del tubo neural a partir de las vesiculas Opticas que al doblarse
sobre si mismas forman el caliz éptico en cuyo interior se desarrollara la retina y al
exterior el epitelio pigmentado, ocupa el 72% de la superficie interna del ojo y se
compone de varios tipos neuronales organizados en tres capas de somas y dos de
sinapsis (ver figura 2). La retina constituye el tejido con mayor densidad de células
en el cuerpo humano pudiéndose distinguir, en virtud del nimero y tipo de
fotorreceptores, a la retina central -que es la zona circular alrededor del nervio
Optico con mayor densidad de conos- de la retina periférica, que tiene un menor
namero de células y predominan los bastones. Entre el humor vitreo y las células
ganglionares de la retina (RGC), que constituyen la primer capa de cuerpos
neuronales, se encuentra la membrana limitante interna (ILM), que no es

propiamente una membrana, sino una barrera formada por astrocitos y
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proyecciones de las células de Miuller; después se encuentra la capa plexiforme
interna (IPL) que corresponde a las sinapsis entre las células ganglionares con las
células horizontales, amacrinas y bipolares de la capa nuclear interna (INL); luego
se encuentra la capa plexiforme externa (OPL) formada por las sinapsis de las
células de la INL con los fotorreceptores de la capa nuclear externa (ONL); en la
ONL se encuentran los nucleos de los fotorreceptores ; después, se encuentra la
membrana limitante externa (OLM), constituida principalmente por uniones de las
células de Miller y los segmentos interiores de los fotorreceptores; finalmente se
encuentran los segmentos exteriores de los fotorreceptores (en forma de conos y

bastones) y las células del epitelio pigmentado de la retina [14].
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Figura 2. Esquema y microfotografia de la localizaciébn de la retina en el ojo y
organizacion de sus componentes celulares. Modificado de [14]. OLM, membrana
limitante externa; ONL, capa nuclear externa; OPL, capa plexiforme externa; INL, capa
nuclear interna; IPL, capa plexiforme interna; GCL, capa de células ganglionares; ILM,
membrana limitante interna.



A continuacion se describe brevemente la funcion de los componentes celulares
de la retina, comenzando con el epitelio pigmentado, seguido de los elementos
que integran la retina neural (fotorreceptores, células bipolares, amacrinas,

horizontales y ganglionares), para finalizar con la glia de Miiller.

El epitelio pigmentado de la retina se desarrolla paralelamente a la retina neural;
participa en la absorcién de luz, transporte epitelial (retinal, glucosa, &cidos grasos
w3, otros nutrientes y metabolitos) regulacion espacial de iones, ciclo visual,
fagocitosis de los segmentos exteriores de los fotorreceptores, secrecion de
antioxidantes para prevenir el dafio resultante de la foto oxidacion e interaccion

con el sistema inmune.

Los fotorreceptores se encargan de convertir los cuantos de luz que captan, en
sefales eléctricas a través de un proceso llamado fototransduccion. Existen dos
tipos de fotorreceptores: los bastones, cuyo pigmento es la rodopsina (proteina
sensible a longitudes de onda de 500nm), se utilizan para ver en condiciones de
baja iluminacion y los conos, clasificados en L, My S, segun la variedad de opsina
que contengan (sensible a 564nm, 533nm y 437nm respectivamente),

responsables de la vision tricromética en el humano.

Las células bipolares son las interneuronas de la retina que transmiten las sefiales
de los fotorreceptores a las células ganglionares, de manera que existen células
bipolares especificas para los bastones y para los conos, tan solo en la retina

humana se conocen 11 tipos de ellas.

Las células horizontales intercomunican a los conos y bastones. En todos los
mamiferos se conocen al menos dos tipos de células horizontales, segun las
poblaciones que comunican ya sean bastones con los diferentes conos o conos L,
My S con S, (HI y HIl respectivamente). Recientemente se encontré un tercer tipo

de célula horizontal en humanos (HIII) que conecta especificamente conos My S.

Las interneuronas amacrinas integran, modulan e interponen un dominio temporal
al mensaje enviado a las células ganglionares mediante vias de inhibicion lateral,

hacen sinapsis en la IPL, se clasifican por el tamafio del soma, ramificacion y



estratificacion del arbol dendritico, neurotransmisor y participacion en la vision

escotdpica y fotopica.

Las células ganglionares envian el mensaje eléctrico de la sefial visual hasta el
cerebro ya que sus axones integran el nervio Optico. Aproximadamente, la
cantidad de neuronas que convergen en cada célula ganglionar es de 15 000
conos o 75 000 bastones. Son més grandes que las demas neuronas de la retina 'y

se clasifican bajo los mismos criterios morfolégicos de las células amacrinas.

Finalmente, el principal componente glial de la retina, las células de Mdller, cuyos
ndcleos se encuentran en la INL extendiendo procesos hacia los dos extremos de
la retina; la capa limitante externa e interna (OLM e ILM). Se encargan del
reciclamiento de neurotransmisores, degradacion del glucdgeno, fagocitosis,
mantenimiento de la homeostasis y liberacién de sustancias neuroactivas como
GABA, taurina y dopamina [14]. Ademés de sus funciones homeostéticas, la glia
de Miuller es responsable de la regeneracion de la retina en pez, anfibio y pollo
[15] y, de manera limitada, en ratas [26,27], sin embargo, no es posible la
regeneracion de retina en mamiferos, ni existen tratamientos que detengan el

curso de las retinopatias degenerativas.
3.2Retinopatias degenerativas

Dada la compleja organizacion de la retina, la falla en alguno de sus elementos
compromete el funcionamiento de los otros y paulatinamente, conduce a la
pérdida de la vision, constituyendo un problema de salud global que afecta a mas
de 15 millones de personas [33]. En México hay alrededor de 700 mil personas
con discapacidad ocular; se calcula que entre 40 y 50 % de los casos de ceguera
se deben a la formacion de cataratas, 20 a 30% a la retinopatia diabética, 15 a
25 % al glaucoma, 6 % al desprendimiento de retina, 5 % a la miopia degenerativa
y 4 % a malformaciones congénitas [34]. El glaucoma, por ejemplo, es una
enfermedad asociada al envejecimiento, caracterizada por el aumento en la
presion intraocular que progresivamente destruye el nervio éptico integrado por los
axones de las células ganglionares de la retina (RGC) en donde se ha observado

una disminucion del transporte retrogrado de BDNF que contribuye a su deterioro



y muerte [16]. Otra retinopatia asociada a la edad es la degeneracion macular
(DMAE), principal causa de ceguera en el mundo que inicia con la pérdida del
epitelio pigmentado de la retina, lo cual permite el paso de fluidos hacia la fovea
propiciando la muerte de los conos. La retinitis pigmentosa, en cambio, es una
enfermedad hereditaria que comienza afectando a los bastones de la retina
periférica, se caracteriza por la presencia de un pigmento negro y el
adelgazamiento de los vasos sanguineos cercanos al nervio éptico. Actualmente
no existe una cura para estas enfermedades, simplemente son controladas
mediante la administracion directa de farmacos, factores neurotroficos [25,35] y

cirugias laser [14].

4. Potencial de las células troncales en retinopatias degenerativas

Durante el desarrollo embrionario, las células troncales neurales (Neural Stem
Cells) se diferencian en células troncales de la retina (Retinal Stem Cells) y éstas
en células progenitoras (Retinal Progenitor Cells) que dan lugar a los
componentes celulares de la retina. Los progenitores retinales y otras células
troncales del ojo han sido utilizadas en modelos de trasplantes y diferenciacion
que buscan reparar y regenerar la retina, por ejemplo; las células troncales y
progenitoras de la zona ciliar marginal (Cilliary Marginal Zone), del epitelio
pigmentado del cuerpo ciliar (Cilliary Body Pigmented Epithelium) y del epitelio
pigmentado de la retina (Retinal Pigmented Epithelium) dado que éstas células
participan en la retinogénesis post natal de peces y anfibios, sin embargo,
permanecen quiescentes en roedores y sélo se activan después del dafio con
neurotoxinas o en modelos de isquemia y lesion del nervio 6ptico [17]. Por ello, se

han realizado estudios in vitro e in vivo con otros tipos de células troncales:
4.1 Estudios in vitro

El uso de células troncales in vitro ha logrado la diferenciacion hacia progenitores
de conos y bastones, glia de Miuller, epitelio pigmentado de la retina,

interneuronas bipolares y fotorreceptores que forman conexiones sinapticas en



cultivo [21], sin embargo el estudio de trasplantes in vivo proporciona informacion

mas cercana a lo que ocurre en el interior de la retina.

4.2 Estudios in vivo

Se ha intentado reparar la retina con células troncales embrionarias (Embrionic
Stem Cells) [18], que son capaces de integrarse a la retina pero su
multipotencialidad favorece la formaciéon de tumores [23] y Su uso genera
polémica. Para eliminar esta disyuntiva se han trasplantado células pluripotentes
inducidas [20] y células troncales de fuentes autdlogas como las células
mesenquimales de médula 6sea (Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells) que
promueven la supervivencia de fotorreceptores [24] y de células ganglionares [25]
a través de la produccion de factores neurotroficos, pero que no logran
permanecer en la retina durante periodos prolongados [19]. Ademas de sobrevivir,
las células trasplantadas deben establecer conexiones sinapticas funcionales con
las demas neuronas de la retina para transmitir el estimulo a los centros visuales
del cerebro. Esto es posible, ya que en 2012 se reportd la restauracion de la
funcién visual luego del trasplante de fotorreceptores en ratones con ceguera
nocturna congénita estacionaria (Gnatl”) [22]. Y en 2014 se reportd el trasplante
de células de Miuller humanas a ratas P23H (modelo de degeneracion de
fotorreceptores), obteniendo una eficiencia del 60% en la diferenciacion y una

mejora en la funcion de bastones (vision escotopica) [57].

A pesar de los importantes avances cientificos, aun quedan pendientes por
resolver como la integracion de las células trasplantadas en la retina, la eleccién
de una fuente apropiada de células troncales para trasplante, y la comprension del

ambiente molecular y celular de la retina después del dafio.

5. Activacion de sefiales neurogénicas en la retina luego del dafio celular

La regeneracion de la retina luego del dafio celular ocurre normalmente en
anfibios y peces, y de manera limitada en aves a través de las células de Miiller,

qgue se diferencian en los tipos neuronales perdidos. Sin embargo, existen ciertos



impedimentos para la regeneraciéon de la retina en mamiferos, tales como la
disminucién en la expresion del receptor del factor de crecimiento epidermal (EGF)
con la edad [46] y la incapacidad de expresar el factor de transcripcion achaete-
scute 1 (ASCL1), anteriormente conocido como MASH1 (achaete-scute 1 de
mamiferos), necesario para iniciar la regeneracion en retina [47] y pionero en la

reprogramacion directa de fibroblastos a neuronas [44].

A pesar de las limitaciones previamente descritas, la retina de rata y raton
responde al dafio celular a través de diversos mecanismos que involucran la
participacion activa de las células de Mdller, por ejemplo: 1) luego del dafio
provocado por una alta exposicion a la luz los fotorreceptores liberan endotelina 2
(EDN2) que activa a la glia de Miiller e induce la sobre-expresion del receptor a
endotelina 2 (EDN2r) como indicador de estrés en respuesta al estimulo nocivo
[48]; 2) después del dafio con N-metil-nitroso-urea ocurre la activacion de Sonic
hedgehog (SHH) y wingless 3 (WNT3) en las células de Miller dando lugar a la
diferenciacion hacia fotorreceptores [49,50] y 3) cuando se utiliza N-metil-D-
aspartato para dafar la retina aumenta la expresiéon del factor de crecimiento
insulinico (IGF) y del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) favoreciendo la

diferenciacion de las células de Mdller en interneuronas amacrinas [46, 51, 52].

Sin embargo la presencia de estas sefales neurogénicas y reparadoras no es
suficiente para consumar la regeneracion de la retina en mamiferos, puesto que se
requiere de células que sean capaces de responder a dichas sefales,
diferenciarse a los diversos tipos neuronales de la retina e integrarse
estableciendo conexiones funcionales con las demas células. Las DPSCs, por
ejemplo, tienen receptores para FGF e IGF, ademas expresan endotelina 1,
frizzled 4 (FZD4 receptor de WNT), neuritina 1 (NRN1) [12] y factores

neurotroficos [7].

En la siguiente tabla se muestra un conjunto de sefales paracrinas que se
acumulan en la retina luego del dafio y podrian intervenir en los mecanismos de

neuro-reparacion.
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Sefiales paracrinas de laretina luego del dafio celular en mamiferos

Componente de la retina

~ L Funcién Ref.
/ sefial que sintetiza

Fotorreceptores

Endotelina 2 (EDN2) Indicador de estrés 48

Factor de crecimiento de | Supervivencia, induce la proliferacion de células de | 46,48

fibroblastos (FGF*) Miiller

Glia de Miller

Factor de crecimiento | Generacion de fuerzas traccionales en la retina, | 48,66

insulinico (IGF) proliferacion de células de Miller

Factor neurotrofico | Neuroproteccién, diferenciacion  neuronal, anti- | 59

derivado del cerebro | apoptético

(BDNF)

Factor neurotréfico ciliar | Neuroproteccién 51

(CNTF)

Factor de crecimiento | Neuroproteccion, regula negativamente a Bax y c-jun | 60

nervioso (NGF) (apoptéticas) y positivamente a Bcl-2 (anti-
apoptética).

Factor neurotréfico | Neuroproteccion, regula positivamente a FGF 61

derivado de la (glia

(GDNF)

Astrocitos

Lipocalina 2* Activacion glial, regulacion positiva de GFAP, BDNF 48,67

Serpina 3* Inhibidor de proteasa de serina o cisteina 48,68

CD44 Forma parte de la ILM, involucrado en proliferacion, | 53
diferenciacion 'y  migracion, interacciona  con
osteopontina

Ceruloplasmina Disminuye la produccién de OH 53

Fosfoproteina secretada | Cicatrizacion y remodelacion tisular 53

1 (SPP1)

Tabla 1. Sefales paracrinas de la retina luego del dafio celular en roedores. *Esta
molécula también es sintetizada por la glia de Miller.
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JUSTIFICACION

Desde el descubrimiento de las células troncales de pulpa dental en 2000 [5] se
han publicado numerosos articulos que sugieren la posibilidad de utilizarlas para
trasplantes autélogos en distintas patologias y sistemas en virtud de su
multipotencialidad y accesibilidad, pero no esta descrito si interaccionan con la
retina dafiada, secretando factores neurotroficos o diferenciandose, como en otros

tejidos del sistema nervioso.

HIPOTESIS

Las células troncales de pulpa dental iniciaran un proceso de diferenciacion

neuronal al cultivarse en medio condicionado de retina dafnada.

OBJETIVOS

1. General

Explorar la respuesta de células troncales de pulpa dental a los factores solubles

del medio condicionado de explante organotipico de retina.

2. Particulares

e Mantener células troncales de pulpa dental en cultivo in vitro.

e Disecar la retina de ratas Long Evans para mantenerla en cultivo organotipico.

e Aislar RNA total de células troncales de pulpa dental cultivadas en medio
condicionado de explante organotipico de retina.

e Establecer un modelo de dafio in vitro para fotorreceptores en cultivo
organotipico con N-metil-N-nitroso urea (MNU).

e Detectar, mediante inmunofluorescencia la expresion de GFAP, PSA-NCAM y
RODOPSINA en células troncales de pulpa dental luego del cultivo con medio
condicionado de explantes de retina control y dafiada con MNU.

e Analizar por RT-PCR y RT-gPCR la expresion de PAX6, ASCL1, Rlll-
TUBULINA, OTX2, CRX, NEUROD1, POU4F1, NRL, RODOPSINA y CINASA
DE RODOPSINA.
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METODOLOGIA

Se utilizaron ratas Long Evans de 14 dias de edad para la obtencién de cultivos
organotipicos de retina, de los cuales se recolect6 medio condicionado para
cultivar células troncales de pulpa dental de humano. Posteriormente, se analizé la
expresion de marcadores de diferenciacion neural en DPSCs mediante RT-PCR,

RT-gPCR e inmunofluorescencia.

Ratas Long Evans de
14 dias

Cultivo organotipico
deretina

Recoleccion de medio
condicionado normal

'R " '/ y daitado

Cultivo de DPSC en
medio condicionado

Extraccion de RNA Inmunofluorescencia

~
’l—

o0 condicionado normal

RT-PCR

RT-qPCR

—— 4 o condionado o o

Figura 3. Esquema general de la secuencia experimental.
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1. Cultivo de células troncales de pulpa dental

El aislamiento de células troncales de pulpa dental fue realizado por el personal de
INDEBIOC © (Licencia de COFEPRIS 12 TR 09 011 003) previa carta de
consentimiento informado (apéndice V) y la aprobacion del Comité de Bioética del

Instituto de Investigaciones Biomédicas. De acuerdo a la siguiente metodologia:

Se colectaron terceros molares de adultos sanos entre 19 y 35 afios de edad
previo consentimiento informado. Los dientes fueron sumergidos en solucion
estéril de Hank (HBSS) con antibiético-antimicético (Anti-Anti Invitrogen ®,
penicilina 100 U/ ml, estreptomicina 100 pug/ ml y anfotericina B 0.25 ug/ ml). Se
separ6 el tejido gingival y desinfectdé la superficie dental con solucién oral
antiséptica baja en alcohol. Posteriormente la pulpa dental fue expuesta utilizando
férceps debidamente esterilizados y sumergida en medio DMEM suplementado
con antibiético (penicilina 100 U/ ml, estreptomicina 100 pug/ ml y anfotericina B
0.25 pg/ ml). Se corto la pulpa dental en pequefios trozos utilizando un bisturi y fue
digerida parcialmente en una solucion de colagenasa | 3 mg/ml durante 30
minutos a 37° C. Se inactivé la colagenasa con una solucién de suero bovino fetal
al 20% en medio de cultivo DMEM. La suspension fue centrifugada a 300 g
durante 10 minutos y el pellet se resuspendié en medio de cultivo Opti-MEM | ®
suplementado con EGF y FGF (10ug/ ml), suero fetal bovino (2%) y antibiético-
antimicotico (penicilina 100 U/ ml, estreptomicina 100 pg/ ml y anfotericina B 0.25
pug/ ml). El cultivo se mantuvo a 37°C con 5% de CO,y se cambié el medio de

cultivo cada 2 dias.
2. Cultivo organotipico de retina

El cultivo organotipico de retina se ha utilizado para estudiar al sistema nervioso
central en diferentes aspectos; desarrollo, regeneracion, muerte celular,
neuroproteccion, electrofisiologia, modificaciones genéticas y trasplante celular.
Debe realizarse en campana de flujo laminar y es posible mantenerlo en la

incubadora hasta los 17 dias ex vivo [36].
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Para obtener este cultivo se sacrificaron ratas Long Evans de 14 dias de edad con
pentobarbital sddico via IP. Los ojos fueron enucleados y colocados en una caja
Petri con medio Opti-MEM | a 4°C. Sosteniendo el ojo con el cristalino hacia arriba
se realizo un corte transversal a la altura del limbo y se removio6 la cAmara anterior
del ojo. La retina fue separada del cristalino y humor vitreo utilizando pinzas
debidamente esterilizadas. Se transfirié la retina a un filtro para cultivo de tejidos
(Millipore, no. de catalogo PICM03050) utilizando una pipeta pasteur y una perilla
de succion. El filtro para cultivo de tejidos fue colocado en una placa de 6 pozos
con 1 ml de medio Neurobasal suplementado con B27 (1X), N2 (1X), L-Glutamina
(0.8 mM) y antibiético-antimicético (penicilina 100 U/ ml, estreptomicina 100 pg/ mi
y anfotericina B 0.25 ug/ ml). El cultivo se mantuvo a 37°C con 5% de CO, y cada

3 dias se cambid la mitad del medio de cultivo.

3. Modelo de dafio retinal con N-metil-N-nitroso urea (MNU)

La N-metil-N-nitroso urea, es un agente alquilante, que actua por transferencia de
un grupo metilo a las bases de los acidos nucleicos, es carcinogénico,
mutagénico y teratogénico [28]. Se utiliza en modelos animales de retinitis
pigmentosa porque conduce a la apoptosis de fotorreceptores luego de una sola
administracion intraperitoneal de 60 mg/kg reduciendo drasticamente la capa
nuclear externa (ONL) de la retina después de 7 dias del tratamiento con MNU
(ver figura 5). Actia de manera independiente a p53 [29] e impide la translocacién
del factor nuclear NF-Kb, que regula genes pro- y anti-apoptéticos, mediante su
degradacion en un proceso en el que intervienen las enzimas Caspasa 1, 8 [30] y
12 [31]. En modelos in vitro se ha observado que el estrés oxidante inducido por

MNU también contribuye a la eliminacion de fotorreceptores [32].
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RGC
INL

ONL

Figura 4. Progresion del dafio a fotorreceptores con MNU in vivo. A: retina normal, B:
Desorganizacion de los fotorreceptores a las 24 horas de la administracion de MNU, C:
Adelgazamiento de la ONL al tercer dia de la administracion, D y E: Eliminacién de
fotorreceptores a los 5 y 7 dias del tratamiento con MNU respectivamente, F: Estructura
de la N-metil-N-nitroso urea. Modificado de [30].

Este procedimiento se realizé en campana de flujo laminar. El cultivo organotipico
de retina se incub6 a 37°C con 5% de CO, con 100ug/ml de MNU en 1 ml de
medio Neurobasal suplementado con B27 (1X), N2 (1X), L-Glutamina (0.8 mM) y
antibiotico-antimicotico (penicilina 100 U/ ml, estreptomicina 100 pg/ ml vy
anfotericina B 0.25 pg/ ml), después de 24 horas de incubaciéon con MNU se
recolect6 el medio condicionado del cultivo organotipico de retina y se almacenoé a
-20° C. El medio de cultivo se reemplazé con medio nuevo sin MNU vy el cultivo se
mantuvo a 37°C con 5% de CO,. Cada 3 dias se cambid la mitad del medio de
cultivo (Neurobasal suplementado con B27 (1X), N2 (1X), L-Glutamina (0.8 mM) y

antibiotico-antimicético).

4. Cultivo de células troncales de pulpa dental con medio condicionado de

explante organotipico de retina

Este procedimiento se realizd6 en campana de flujo laminar. Se sembraron 10,000
células de pulpa dental por pozo en placas de 24 pozos y se cultivaron con 0.5 ml
de medio condicionado de cultivo organotipico de retina control y dafiada con
MNU (del dia 1,2,5,7 y 14 por separado, como aparece en la figura 6) y 0.5 ml de
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medio Neurobasal suplementado con B27 (1X), N2 (1X), L-Glutamina (0.8 mM) y
antibiotico-antimicotico (penicilina 100 U/ ml, estreptomicina 100 pg/ ml vy
anfotericina B 0.25 pg/ ml). El cultivo se mantuvo a 37°C con 5% de CO, y se

cambid el medio de cultivo cada tercer dia.

Se utiliz6 medio de cultivo para explante organotipico de retina (Neurobasal
suplementado con B27, N2, L-Glutamina y antibiético-antimicético) como control
de los experimentos. Debido a que las DPSC pueden ser susceptibles a la
diferenciacion neural utilizando medios de composicion similar se utilizé el medio
condicionado de retina (CN) como control de los factores solubles presentes
normalmente en la retina (sin estimulos adversos) y el medio condicionado de
retina dafiada in vitro (CD) para incorporar los factores solubles liberados por las

células de la retina cuando es danada.

19909000
* (D
XXX KX )
XIS

Figura 5. Representacion del cultivo de células de pulpa dental con medio condicionado
de explante organotipico de retina en placas de 24 pozos.

5. Ensayo colorimétrico de viabilidad celular

Este procedimiento se realiz6 en campana de flujo laminar. Se sembraron 150
células de pulpa dental en cajas de cultivo planas de 96 pozos con 100 pl de
medio de cultivo Opti-MEM | ® suplementado con EGF y FGF (10ug/ ml), suero
fetal bovino (2%) y antibi6tico-antimicético (penicilina 100 U/ ml, estreptomicina
100 pg/ ml y anfotericina B 0.25 pg/ ml). Al dia siguiente se inicio el tratamiento
con medio condicionado de explante organotipico de retina del dia 1 y 24 horas
después se retird el medio de cultivo y se agregaron 90 ul de medio de cultivo
Opti-MEM | ® nuevo y 10 pl de 2-(4-yodofenil)-3-(4-Nitrofenil)-5-(2,4-Disulfofenil)-
2H-Tetrazolio (WST-1) de Roche. Se incubo por 4 horas a 37 °C y 5% CO, y se
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retir6 el medio de cultivo para registrar su absorbancia a 440 nm en
espectrofotometro UV. Las DPSCs se conservaron para realizar la determinacion
de viabilidad con los medios condicionados de los dias 2,5, 7 y 14 de manera

secuencial.

6. Extraccion de RNA total con Trizol ®

Para extraer RNA de células troncales de pulpa dental se retiré el medio de cultivo
y se agregd 1 ml de trizol para homogeneizar las células. Luego de 5 minutos a
temperatura ambiente se afiadieron 0.2 ml de cloroformo y se agitd6 manualmente
durante 15 segundos. Después de 3 minutos a temperatura ambiente se centrifugé
a 12 000 x g durante 15 min a 4°C. La fase acuosa fue transferida a otro tubo y se
agregaron 0.5 ml de isopropanol al 100%. Después de 10 minutos a temperatura
ambiente se centrifug6 a 12 000 x g durante 10 minutos a 4°C. Posteriormente se
retir6 el sobrenadante y se lavo el pellet con 1 ml de etanol al 75%. Se agité en
vortex y centrifugé a 7500 x g durante 5 minutos a 4°C. Se decanto el etanol y el
pellet fue resuspendido en 20 ul de agua libre de RNasas. Finalmente se
evaporaron los restos de etanol a 55-60°C durante 15 minutos y el RNA fue

almacenado a -80°C.

7. RT-gPCR

Este procedimiento se realizé utilizando el kit KAPA SYBR FAST® para RT-PCR
en tiempo real de un solo paso, cada reaccion tuvo un volumen final de 10ul y se
prepar6 de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

La reaccion inicié con la sintesis de cDNA a 42° C durante 5 min., seguida de la
inactivacion de la retro transcriptasa a 95° C durante 5 min. Finalmente, 40 ciclos
de 95° C 30 sy 60° C 30 s.

En la siguiente pagina se muestran las secuencias de los oligonucleotidos
utilizados para el andlisis por RT-gPCR de GAPDH, NEUROD1, OTX2 y POU4F1.
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Gen blanco Secuencia Pr?sE)cto Funcion
F | AAGGTGAAGGTCGGAGTCAA o
GAPDH R AATGAAGGGGTCATTGATGG 108 Gen constitutivo
F | ATCAATCTTCTCAGGCACCG .
NEUROD1 R CTGGCGTGCCTCTAATC 141 FT dif. neuronal
F | TTCCAATGAGAGGCCTATGG Des. de neuronas
POU4F1 R | CACCAGAGTATAGGCAGGGE 139 sensoriales, RGC
maduras
OTX2 F | AATCGAAGAGCTAAGTGCCG 130 FT en precursores
R | ATTGGCCACTTGTTCCACTC de fotorreceptores

Tabla 2.Secuencia de los oligonucledtidos utilizados para la deteccion de RNAm de
marcadores de diferenciacién neuronal por RT-gPCR. F, cebador directo; R, cebador
inverso; FT, factor de transcripcion; Dif., diferenciacion; Des., desarrollo; RGC, células
ganglionares de la retina.

8. RT-PCR

Este procedimiento se realizé utilizando el kit Revert Aid™ para la sintesis de
cDNA y el kit GoTag® para la PCR de punto final, cada reaccion tuvo un volumen
final de 20ul y se preparé de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La
reaccion se llevo a cabo en 30 ciclos de 95°C 20 s, 60°C 20 sy 72°C 20 s.

Gen blanco Secuencia Pr(zss)cto Funcioén
ASCLL F | GAGCAACTGGGACCTGAGTC 132 FT des.

R | CAAGAACTTTCAGCTGTGCG neuroblastos
PAXG F | CCAGCCAGACCTCCTCATAC 138 FT des. ojoy

R | GTGAAGTGGTGCCCGAG cerebro

F | CAACAGCACGGCCATCCAGG Microtubulo
B3TUBULINA R | CTTGGGGCCCTGGGCCTCCGA 244 neuronal
CRX F | AGAGGGCAGGGAGCCAAATC 218 FT des. conos y

R | GCCAGTGTGTGGGGAAGAGG bastones
NRL F | AGTCTGGAAACCTGGGTCCT 397 Des. de

R | AAGTCTCACCTCAGCCCTCA bastones

F GCTTCCCCATCAACTTCCTCA Bastones
RODOPSINA R | AGTATCCATGCAGAGAGGTGTAG 156 maduros
CINASA DE F | GAGGGGATAGTGGCGAAGTTT 141 Bastones
RODOPSINA | R | GAACCTCAGGAAGTACAGGCT maduros

Tabla 3. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la deteccion de marcadores de
diferenciacion neuronal por RT-PCR. F, cebador directo; R, cebador inverso; FT, factor de
transcripcion; Des., desarrollo.
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9. Inmunofluorescencia

Las células troncales de pulpa dental y los fibroblastos de prepucio fueron fijados
con para-formaldehido al 4% durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se
permeabilizaron con tritdn al 0.1% en solucion reguladora de fosfatos (PBS) por 10
minutos y se bloquearon con una solucion de albumina de suero bovino al 3% y
suero de cabra al 5% en PBS durante 2 horas a temperatura ambiente. Después
de retirar la solucion de bloqueo se incubd el anticuerpo primario durante una
noche a 4°C diluido en solucion de bloqueo como se indica en la tabla 3. Se retird
el anticuerpo primario y se realizaron cinco lavados de 10 minutos con PBS.
Posteriormente se incubo el anticuerpo secundario durante 2 horas a temperatura
ambiente diluido en solucién de bloqueo como se indica en la tabla 3. Después de
retirar el anticuerpo secundario se realizaron cuatro lavados de 10 minutos con
PBS y se tifieron los nudcleos celulares con 4-6-diamidino-2-fenilindol 142 nM
(DAPI) durante 10 minutos. Se realizaron dos lavados de 10 minutos con PBS y 1
lavado de 10 minutos con agua bi-destilada. Finalmente se agregaron 20 pl de

medio de montaje VectaShield y se sell6 la laminilla para observarla en

microscopio de epifluorescencia.

Ant!cuerpo NO. € Dilucién Anticuerpo secundario Dilucién
primario Catalogo

GFAP Millipore, 1:1000 Alexafluor® cabra anti-pollo 1gG | 1:500
AB5541 546

PSA-NCAM Millipore, 1:500 Alexafluor® cabra anti-ratén IgM | 1:500
MAB5324 488
Millipore, 1:200 Alexafluor® cabra anti-raton 1gG | 1:500

RODOPSINA MAB5356 488

Tabla 4. Anticuerpos utilizados en la deteccion de GFAP, PSA-NCAM y Rodopsina.
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RESULTADOS
1. Mantenimiento del cultivo organotipico de retina

Luego de disecar la retina es importante mantenerla en condiciones que le
permitan conservar su estructura durante el mayor tiempo posible. Como se
observa en la siguiente figura, en los primeros 9 dias ex vivo se conservan las tres
capas nucleares de la retina, sin embargo, al dia 14 se ha perdido parcialmente la

definicion de las capas que conforman la estructura laminar.

A) Dia 2 ex vivo B) Dia 9 ex vivo C) Dia 14 ex vivo
Figura 6.Seguimiento del cultivo organotipico de retina. Tincién nuclear con DAPI que
muestra la progresiéon del cultivo organotipico de retina en medio neurobasal
suplementado con B27, N2, L-Glutamina y antibiético-antimicético, a los 2, 9 y 14 dias ex
vivo (A, B, C). GCL capa de células ganglionares, INL capa nuclear interna, ONL capa
nuclear externa. Del dia 2 al 9 (A y B) se mantiene la estructura aunque disminuye la
cantidad de nucleos en cada capa. Al dia 14 (C) se ha perdido la estructura y es dificil
distinguir las capas.

2. Modelo de dafio retinal: Determinacién de la dosis de MNU in vitro

El uso de N-metil nitroso urea para dafiar la capa de fotorreceptores se ha
reportado ampliamente en estudios in vivo [29] e in vitro con lineas celulares [32],
sin embargo no se tenian datos de haberlo utilizado en cultivo organotipico por lo
cual se determind la dosis que produjera una disminucion significativa en la

cantidad de células de la capa de fotorreceptores del cultivo organotipico. Se
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probaron 3 concentraciones; 100, 250 y 500 ug/ml (figura 7 panel 1) y se cuantifico
el nimero de ndcleos en la capa de fotorreceptores luego de 24 horas en contacto
con MNU (figura 7 grafica 2C). El conteo se realizd en tres zonas de la porcidon
central del explante (superior, media e inferior), y mediante una prueba de Fisher
se determind la dosis estadisticamente significativa. La figura 7 muestra que la
dosis de 100 pg de MNU por ml de medio es suficiente para producir una
desorganizacion y reduccion evidente del nimero de células en las capas retinales

(micrografias 1B y 2B).

1) GCL

‘ -
1A) Control SSI 10 m

1B) MNU 100 p/ml 1C) MNU 250 p/ml 1D) MNU 500 p/ml

2
) Determinacion de la dosis de MNU in vitro

801 %

60+

404

20 pum
= —a=—te~ =1

20 pm

20+

Células ONL /2000 pm2

o
0

2A) Control SSI 2B) MNU 100 pgéml 2C)

Figura 7. Determinacion de la concentracion de MNU in vitro. Panel 1) Tincién nuclear
con DAPI sefialando el efecto de MNU en la estructura de la retina luego de 24 horas de
exposicién a 3 concentraciones distintas; 1B) 100 pg/ml, 1C) 250 pg/ml y 1D) 500 pg/ml.
1A) Control, solucion salina isotonica. Magnificacion 200X. Panel 2B) Efecto de 100 pg/ml
de MNU después de 24 horas de exposicion Magnificacion 400X. 2A) Control solucion
salina isotonica. 2C) Numero de células en 2000 umz2 de la capa nuclear externa (ONL)
del explante organotipico de retina luego de 24 horas con 100ug/ml, 250ug/ml y 500ug/mi
de MNU (*, p<0.05, prueba de Fisher, n=3.)
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3. Las células humanas de pulpa dental desarrollan cambios
morfolégicos al cultivarse con medio condicionado de explante

organotipico de retina

Para simular el ambiente de la retina, en condiciones control y después del dafio
con MNU, se recolect6 el medio de cultivo de explante organotipico del dia 1, 2, 5,
7y 14 ex vivo, y se utilizo para cultivar células aisladas de pulpa dental durante 1
semana. Bajo estas condiciones experimentales se observaron cambios en la
morfologia de las células de pulpa dental cultivadas con medio condicionado de
retina control (CN) y dafiada (CD) tal como aparece en la figura 8.

Dia 1 . Dia2 Dia 5 Dia7 ] Dia 14

CN Control

CcD

Figura 8. Fotomicrografias representativas de células aisladas de pulpa dental (DPSC)
cultivadas en medio condicionado de explante organotipico de retina. Panel superior,
medio para cultivo organotipico recién preparado (Control); panel central, medio
condicionado de retina control (CN); panel inferior, medio condicionado de retina dafiada
(CD).

Como se observa en las figura 8, las células troncales de pulpa dental constituyen
un cultivo heterogéneo compuesto principalmente de células fusiformes de tipo
mesenquimal y, en menor proporcion, de células redondas de tipo epitelial. Luego
de cultivar las DPSCs en medio condicionado de retina se encontraron células de
morfologia poligonal, unipolar, bipolar, multipolar, y con proyecciones
citoplasmaticas definidas, ademas de una fraccion de agregados esféricos,
principalmente en las DPSCs cultivadas con medio condicionado de retina

dafada. El andlisis cuantitativo de microscopia revel6 cambios notables en la
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morfologia de las DPSCs cultivadas con medio condicionado de retina control
(CN) y dafiada (CD), con los datos de este analisis se construyé la figura 9 donde
se puede observar que; 1) las DPSCs en medio para cultivo organotipico de retina
(Control, figura 9 panel ‘@’) conservan alrededor del 60% de células fusiformes
hasta el dia 7, al dia 5 aparece una fraccién pequefia de células con proyecciones
definidas (2.8 %) que aumenta hasta alcanzar un 16% al dia 14, también se
encontraron células de morfologia esférica, poligonal, unipolar, bipolar y multipolar,
pero no hubo agregados esféricos como en el cultivo de DPSCs con medio
condicionado de retina; 2) en el cultivo de DPSCs con medio condicionado de
retina control (CN, figura 9 panel ‘b’) la fraccién de células fusiformes disminuye al
40% después de 1 semana en cultivo con el medio condicionado de los dias 1, 2y
5 (20% menos que el grupo control), 23% con el medio condicionado del dia 7 y
16% con el medio condicionado del dia 14 (al dia 14 el grupo control tenia un 29
% de células fusiformes), ademéas de la reduccion en el porcentaje de células
fusiformes se observo la aparicion de células con proyecciones definidas en las
DPSCs cultivadas con medio condicionado de retina control (CN) de los dias
1,2,5,7 y 14 y la formacion de agregados esféricos con el medio condicionado de
los dias 7 y 14 (los porcentajes aparecen en la figura 9 panel ‘d’ seccion
‘Condicionado de retina control’), y 3) en el cultivo de DPSCs con medio
condicionado de retina dafiada (CD, figura 9 panel ‘c’) la fraccién de células
fusiformes disminuye al 16% con el medio condicionado de retina dafiada del dia 2
(40% menos que el grupo control) y se observa el 35% de células con
proyecciones definidas (27% méas que en el grupo cultivado con medio
condicionado de retina control), esta fraccién disminuye al 15% en el cultivo de
DPSCs con medio condicionado de retina dafiada del dia 5 y alcanza el 29% con
medio condicionado de retina dafiada del dia 7 pero no se encontraron células con
proyecciones definidas al cultivar DPSCs con medio condicionado de retina
dafiada del dia 14, en este grupo experimental cabe destacar la aparicién de
agregados esféricos en las DPSCs cultivadas con medio condicionado de retina
dafada (CD) de los dias 1,2,5,7 y 14 y células esféricas en las DPSCs cultivadas
con medio condicionado de retina dafiada (CD) de los dias 1,2,7 y 14 (los
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porcentajes aparecen en la figura 9 panel ‘d’ seccion ‘Condicionado de retina
danada’).

ses0e
POSS
TIL

wFusiforme wEsférica wPoligonal W Unipolar wBipolar = Multipolar wAgregado esférico wProyecciones definidas

) g o o Ao Y e )/

a)

b)

c)

Morfologia (%) Esférica Agregado esférico I Proyecciones definidas
Control
dia 1 61,2 9,4 9,4 14,1 0 5,9 0 0
dia 2 61,6 1,6 18,3 13,3 3,3 1,6 0 0
dia5 65,7 11,4 8,6 2,8 2,8 57 0 2,8
dia 7 61,5 55 8,2 11,0 2,7 4,6 0 6,4
dia 14 29,1 10,9 23,6 9,1 5,4 5,4 0 16,4
Condicionado de retina control (CN)
dia 1 40,5 13,5 16,2 10,8 2,7 5,4 0 10,8
dia 2 42,2 12,0 8,4 24,1 0 4,8 0 8,4
dia 5 38,6 15,8 14,0 12,3 7,0 0 0 12,3
dia7 23,5 17,3 14,8 16,3 15 4,6 8,7 13,3
dia 14 16,0 16,0 20,0 14,0 0 14,0 4,0 16,0
Condicionado de retina dafiada (CD)
dia l 54,2 8,5 7,4 8,5 1,1 3,2 15,9 11
dia 2 16,2 2,7 5,4 5,4 10,8 5,4 18,9 35,1
dia 5 40,6 0 12,5 15,6 0 12,5 3,1 15,6
dia7 5,9 23,5 59 0 29 0 32,3 29,4
dia 14 14,3 66,6 4,7 0 4,8 0 9,5 0

Figura 9. Morfologia de las DPSCs cultivadas con medio condicionado de retina de
diferentes dias ex vivo. Se distinguen 8 categorias; fusiforme, esférica, poligonal, unipolar,
bipolar, multipolar, agregado esférico y proyecciones definidas a) DPSCs cultivadas con
medio para cultivo organotipico (Control); b) DPSCs cultivadas con medio condicionado
de retina control (CN); c) DPSCs cultivadas con medio condicionado de retina dafiada
(CD); d) Tabla de porcentajes del andlisis morfolégico, estos datos se obtuvieron de la
cuantificacién manual de 32 fotomicrografias representativas de DPSCs en campo claro a
200x.
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4. El medio condicionado de retina modifica la viabilidad de las DPSC

Ademas de los cambios morfologicos observados al cultivar células troncales de
pulpa dental con medio condicionado de retina se advirti6 un cambio en el
crecimiento de las DPSCs respecto al control (figura 8), para determinar si este
cambio se debia a la presencia de N-metil-nitroso-urea (MNU) se realiz6 un
ensayo colorimétrico de viabilidad con sales de tetrazolio y se observé que la MNU
no afecta el crecimiento de las DPSCs (figura 11, panel ‘@’). Esta prueba también
se utilizé para demostrar que el medio condicionado de retina control (CN) y
dafiada (CD) modifica la viabilidad de las DPSCs, principalmente en el cultivo
tratado con medio condicionado de retina dafiada (CD) del dia 5 (figura 11, panel
‘D).

a) MNU b) Medio condicionado de retina
0.03- 0.03-
DPSC Control
&3 DPSC + MNU * &3 CN
R E
N [
E 0.02- I E 0.02-
Q N N E Q
T NE N |2 3
: N NE :
2 0.014 N NE 2 0.014
4 NE
NE i
0.00- it 3 0.00-

LS U ) A

Figura 11. Efecto del medio condicionado de retina en la viabilidad de las células
troncales de pulpa dental. Histogramas de la absorcién a 440 nm de la forma hidrolizada
del 2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio (WST-1). a) Efecto de la
N-metil-nitroso-urea (MNU) en la viabilidad de DPSC cultivadas en medio Opti-MEM |
suplementado, luego de la medicién del dia 1 las DPSCs fueron cultivadas con 100ug/ml
de MNU por 24 horas después de las cuales se retir6 el medio con MNU y se continuo
con el ensayo de viabilidad hasta los 14 dias. b) Efecto del medio condicionado de retina
control (CN) y dafiada con MNU (CD) en la viabilidad de DPSC, Control = DPSC en medio
para cultivo organotipico de retina recién preparado, CN = DPSC en medio condicionado
de retina control y CD = DPSC en medio condicionado de retina dafiada. (*, p<0.05,
andlisis de varianza de 2 vias, post-prueba de Bonferroni, n=3).
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5. Las DPSC expresan marcadores neurales al cultivarse con medio
condicionado de retina

Para determinar si el medio condicionado de retina era capaz de inducir la
diferenciacion de las DPSCs evaluamos la inmunoreactividad a la proteina acida
fibrilar glial (GFAP) como control de identidad y, la inmunoreactividad a la
molécula polisialicilada de adhesién de célula neural (PSA-NCAM) como marcador
de diferenciacion neural. Como se observa en la figura 12, las células troncales de
pulpa dental resultaron inmunopositivas a GFAP y PSA-NCAM en todos los casos,
incluyendo el grupo control (figura 12, paneles ‘a’, ‘b’ y ‘c’), esto se debe a que los
componentes del medio de cultivo para explante organotipico de retina (B27, N2 y
L-Glutamina) también se utilizan para inducir la diferenciacion neural en células
troncales. Para discriminar el efecto inductor del medio de cultivo ‘Control’ se
realizé un doble marcaje GFAP/PSA-NCAM y se cuantifico la colocalizacién de los
marcadores obteniendo el histograma que aparece en la figura 12 panel ‘d’. En
esta grafica se muestra que en el grupo control la mayoria de las DPSCs
resultaron GFAP® (54%) mientras que las DPSCs cultivadas en medio
condicionado de retina control (CN) tuvieron el mayor porcentaje (18%) de células
PSA-NCAM" y las DPSCs cultivadas en medio condicionado de retina dafada
(CD) alcanzaron el mayor porcentaje de colocalizacion GFAP/PSA-NCAM'.
También es importante sefialar que se encontré una diferencia significativa en la
expresion de GFAP y PSA-NCAM respecto del grupo control y entre las células de

pulpa dental cultivadas con medio condicionado de retina.
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% de células inmunopositivas

Para complementar este analisis, evaluamos la expresiéon por RT-PCR de otros
marcadores de diferenciacion neural (PAX6, R3-TUBULINA, POU4F1, OTX2,
ASCL1 y NEUROD1), encontrando que el medio ‘Control’ induce la expresion de

OTX2 y NEUROD1 que también se expresan en las células aisladas de pulpa
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dental cultivadas con medio condicionado de retina control (CN) y dafiada (CD),
sin embargo POU4F1 es detectable por RT-PCR Unicamente en las DPSCs
cultivadas con medio CD. Debido a la aparente diferencia en la expresion de
POU4F1, OTX2 y NEUROD1 (figura 13 panel ‘a’) analizamos su expresion relativa
a GAPDH mediante RT-PCR cuantitativa (figura 13 panel ‘b’) y observamos que,
aunque la expresion de NeuroD1 no se ve afectada por el medio de cultivo, la
diferencia en la expresion de POU4F1 y OTX2 si es significativa entre los dos

tratamientos con medio condicionado.
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Figura 13. Expresion de marcadores de diferenciacion neural en células aisladas de pulpa
dental. a) Analisis por RT-PCR. Control, medio para explante organotipico de retina recién
preparado; CN, medio condicionado de retina control; CD, medio condicionado de retina
dafiada con MNU. b) Histograma de la expresion relativa a GAPDH (Gliceraldehido 3
fosfato deshidrogenasa) de OTX2, NeuroD1 y POUF41 en células aisladas de pulpa
dental cultivadas con medio condicionado de retina control y dafiada. (***, p< 0.001; ##,
p< 0.01; ###, p< 0.001, Andlisis de varianza de 2 vias, post-prueba de Bonferroni, n=3).

Debido a que OTX2 y NEUROD1 son factores de transcripcién importantes en el
desarrollo y diferenciacion de las neuronas de la retina se evalud la expresion de
rodopsina, marcador molecular caracteristico de fotorreceptores, y se observo que
el 44% de los cultivos de DPSCs tratados con medio condicionado de retina
dafada resultaron inmunoreactivos a este marcador (figura 14). Para
complementar este hallazgo se evalué por RT-PCR la expresion de otros
marcadores de fotorreceptores: NRL, CRX, RODOPSINA y CINASA DE
RODOPSINA encontrando NRL, CRX y RODOPSINA unicamente en el grupo de

DPSCs cultivadas con medio condicionado de retina dafiada.
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Figura 14. Inmunorreactividad a rodopsina. Células aisladas de pulpa dental luego de
cultivarse por 7 dias en medio a) control, b) condicionado de retina normal (CN) y c)
dafiada (CD) del dia 2 ex vivo. Control = medio para cultivo organotipico recién preparado.
a) Magnificaciéon 20X, barra de calibracion = 50 um, b) y ¢) Magnificacion 40X, barra de
calibracion = 20 um. d) Porcentaje de células inmunorreactivas a rodopsina (***, p< 0.001;
Andlisis de varianza de 2 vias, post-prueba de Bonferroni n=3). e) RT-PCR de marcadores
de fotorreceptores.
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La diferencia entre la morfologia y expresion de PSA-NCAM, GFAP, OTX2,
POU4F1, NRL, CRX y RODOPSINA de las DPSCs cultivadas con medio
condicionado de retina sugiere que el medio condicionado de retina dafiada tiene
factores solubles distintos a los del medio condicionado de retina control y estos

determinan la respuesta de las DPSC como puede observarse en la siguiente

tabla.
Medio de cultivo
DPSC
% células fusiformes ! 61.2 40.5 54.2
0
7 61.5 23.5 5.9
) . 1 0 10.8 11
% células con proyecciones definidas g - 6.4 13.3 9.4
L. 1 0 0 15.9
% agregados esféricos - 0 87 3293
% GFAP* 54 4 18
. % GFAP+/PSA-NCAM"* 31 41 53
C”';'."adas d‘?o_” 1o | % PSANCAM’ 13 18 0
e rdena | ome A
NEUROD1 v v v
POU4F1 - v -
% RODOPSINA* 0 0 44
Cultivad NRL ) ) Y
u |ya as c.:o.n CRX ) ) %
medio condicionado
. . RODOPSINA - - v
del dia 2 ex vivo
CINASA DE ] ) )
RODOPSINA

Tabla 5. Tabla resumen de la respuesta de células troncales de pulpa dental (DPSC) al
medio condicionado de retina control (CN) y dafiada (CD). v, detectado por RT-PCR, -,
no detectado.

Finalmente, para verificar la especificidad de la respuesta de las DPSCs utilizamos
fibroblastos humanos de prepucio neonatal y observamos que no resultan
inmunoreactivos a GFAP, PSA-NCAM ni rodopsina (figura 15) luego de cultivarse

en medio condicionado de explante organotipico de retina normal y dafiada.
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Figura 15. Inmunoreactividad a Rodopsina, GFAP y PSA-NCAM de fibroblastos
humanos de prepucio neonatal cultivados en medio condicionado de explante
organotipico de retina control (CN) y dafiada (CD) con MNU. Columna izquierda
inmunoreactividad a rodopsina, columna derecha inmunoreactividad a GFAP y PSA-
NCAM; a) y d), fibroblastos cultivados en medio para cultivo organotipico recién
preparado (control); b) y e), fibroblastos cultivados en medio CN del dia 14 ex vivo; c)
y ), fibroblastos cultivados en medio CD del dia 2 ex vivo.
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DISCUSION
1. Determinacién de la dosis de MNU in vitro

La N-metil-nitrosourea (MNU) es un conocido agente alquilante que se utiliza para
inducir cdncer mamario y retinitis pigmentosa en modelos animales, los efectos
organo-tropicos dependen de la dosis, frecuencia, ruta y edad de administracion
[69] generalmente se utiliza una sola dosis intraperitoneal de MNU (60 mg/kg) para
inducir la ablacidén de la capa de fotorreceptores y se sabe que con 75 mg/kg se
obtiene el mismo efecto, pero no hay reportes del efecto de dosis mayores en la
retina. También esta reportado que la administraciéon de 100 pg/ml de MNU es
suficiente para producir radicales libres en la linea celular 661W de fotorreceptores
de manera comparable al peréxido de hidrogeno y que no ocurre o mismo en la
linea RGC-5 de células ganglionares [32]. No se encontraron reportes del uso de
MNU en cultivo organotipico, por ello se determiné la dosis necesaria para destruir
la capa de fotorreceptores en cultivo organotipico de retina y se encontré que
luego de 24 horas de incubaciéon con 100 ug/ml de MNU hay menos células en la
capa nuclear externa en comparacion con las dosis de 250 pg/ml y 500 pg/ml de
MNU.

Esto podria deberse a que los agentes alquilantes que interaccionan directamente
con el DNA (como la MNU) entran a la célula por difusion [70] de modo que en el
cultivo organotipico de retina la MNU puede difundirse a todas las células que lo
componen (incluyendo la glia de Mller) ya que no existe una barrera que controle
su entrada como ocurre en la administracion de MNU in vivo, en tal caso, la MNU
debe atravesar la barrera hemato-retiniana que estd compuesta por el endotelio
vascular retinal y el epitelio pigmentado de la retina (el epitelio pigmentado de la
retina estd en contacto directo con los segmentos exteriores de los
fotorreceptores, figura 2 ) para llegar a los fotorreceptores. Si la molécula se
difunde al interior de las células de Miller podria ser inactivada por la cantidad de
glutation intracelular que estas poseen ya que la resistencia a los compuestos
alquilantes esta asociada a niveles incrementados de glutation intracelular [70] y la
velocidad de difusion depende de la concentracion de la molécula en solucién. De

manera que una mayor concentracion de MNU podria difundirse a mayor
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velocidad e inactivarse consecuentemente. Ademas, cualquier estimulo nocivo
activa a la glia de Muller y la liberacion de compuestos antioxidantes (glutation,
piruvato, a-cetoglutarato, metalotioneina, lisozima, ceruloplasmina, hemoxigenasa
y ascorbato reducido) es uno de sus principales mecanismos de defensa [71].
También es posible que la curva dosis-respuesta de la N-metil-nitrosourea en
cultivo organotipico de retina no sea lineal y requiera ser estudiada a través de un
modelo matematico mas complejo, como sucedio con los compuestos genotoxicos

alquilantes etil-nitroso urea (ENU) y metil-metanosulfonato (MMS) [72].

2. Cinética de crecimiento

La capacidad de proliferar de una célula, depende de su estado de diferenciacion,
asi como de los factores extrinsecos e intrinsecos que regulan el ciclo celular.
Generalmente la transicion entre las fases S, M y G, ocurre a tiempos similares (8,
1y 2 horas respectivamente) entre distintos tipos de células eucariontes, en tanto
que la transicion de la fase Go a G; cambia con el tipo celular y esta regulada por
factores extrinsecos de respuesta al medio ambiente [37]. Para obtener una
estimacion indirecta de la proliferacion de las DPSC en el ambiente de la retina,
analizamos la viabilidad de células de pulpa dental cultivadas con medio
condicionado de cultivo organotipico de retina control (CN) y dafiada con MNU
(CD). Habiendo establecido que la MNU no altera el crecimiento de las DPSCs
(figura 11 panel ‘a’) analizamos el efecto de los medios CN y CD en la viabilidad y
observamos que en los primeros 7 dias de tratamiento hay un mayor nimero de
células viables en el grupo cultivado con medio CD, este efecto puede apreciarse
en las imagenes de la figura 8 donde aparentemente hay un mayor nimero de
células en el grupo CD en comparacion con los grupos Control y CN, y podria
deberse a la presencia de factores de crecimiento liberados por los elementos
gliales de la retina luego de la lesion con MNU ya que las DPSCs son sensibles a
factores neurotréficos. En el panel ‘b’ de la figura 11 también se observa que hay
mas células vivas en el grupo CN respecto del Control, pero solamente se
encontré un punto estadisticamente significativo en el dia 5 del grupo CD y es

precisamente en este dia de tratamiento (5) que se detecto un pico de crecimiento
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para todas las condiciones (Control, CN y CD) lo cual podria estar relacionado con
un proceso de diferenciacion -debido a la naturaleza inductora del medio Control y
potenciado por los factores solubles en el medio condicionado- en el cual la
fraccion de células progenitoras ha terminado de dividirse y continua la
maduracion de las células hijas. Es importante recordar que al quinto dia de cultivo
con medio Control se detectd la aparicion de células con proyecciones
citoplasmaticas definidas (similares a las proyecciones neuronales) en el grupo
Control (figura 9 paneles ‘@’ y ‘d’). Normalmente el cultivo de DPSCs es adherente,
sin embargo esta reportado que después de inducir la diferenciacién neural, un
gran numero de DPSCs viables se despega del plato de cultivo [9] lo cual podria
explicar la disminucion del numero de células vivas en los dias 7 y 14 del ensayo
colorimétrico de viabilidad (figura 11 panel ‘b’) ya que es necesario cambiar el

medio de cultivo antes de realizar el ensayo.

Esta cinética particular de crecimiento podria deberse tanto a un proceso de
induccion de muerte celular como a la salida del ciclo celular por activacién de un
proceso de diferenciacion neuronal que involucra una extensa maquinaria de
proteinas e interacciones célula-célula [62] que conducen a la expresion de
marcadores neuronales y causan el reordenamiento del citoesqueleto revelando

cambios morfolégicos como los que se discuten a continuacion.
3. Cambios morfolégicos

No es de extrafiar que las células troncales de pulpa dental, por su origen
ectomesenquimal, puedan diferenciarse hacia neuronas si consideramos que en la
determinacién de su perfil de expresion génica, se encontraron 18 genes
involucrados en la diferenciacién neuronal (G0O:0030182) [12] que contribuyen

directamente a la diferenciacion de neuronas amacrinas y bipolares de la retina.

Es posible que este aparente proceso de diferenciacion este mediado por
sustancias neuroactivas provenientes de la retina, tales como acido retinoico,
GABA, glutamato y factores neurotréficos sintetizados por la glia de Miller y las
células ganglionares, ademas del efecto que ejerce el medio de cultivo Control per

se, ya que la expresiébn de marcadores neurales tempranos como nestina y B-
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3tubulina puede inducirse en las DPSCs simplemente cultivandolas en medio libre
de suero [38]. Los factores solubles presentes en los medios de cultivo utilizados
(Control, CN y CD) ocasionaron cambios morfolégicos en las DPSCs y para
facilitar su analisis se establecieron 8 categorias: fusiforme, esférica, poligonal,
unipolar, bipolar, multipolar, agregado esférico y células con proyecciones
definidas.

Debido a la heterogeneidad del cultivo de DPSCs se distinguen 2 morfologias
relevantes para este andlisis; las células fusiformes y aquellas con proyecciones
citoplasmaticas definidas y somas pequefios similares a neuronas. La morfologia
fusiforme es caracteristica de las DPSCs en tanto que las células con
proyecciones definidas no suelen encontrarse en el cultivo de DPSCs y podrian
ser resultado del proceso de diferenciacion mediado por el medio condicionado de
retina. En la figura 9 se puede observar que la induccién de cambios morfolégicos
es menor en el grupo Control y que el porcentaje de células fusiforme se mantiene
constante respecto de los grupos CN y CD, esto podria indicar que el medio
condicionado de retina contiene factores solubles que potencian los cambios
morfologicos y disminuyen el nimero de células con morfologia tipica de DPSCs
(fusiformes). Ademés las diferencias encontradas en la morfologia de DPSCs
cultivadas con CN y CD sugiere que la composicion del medio condicionado de
retina control es diferente a la del medio condicionado de retina dafiada y esto
podria deberse a los factores solubles liberados por los componentes gliales en
condiciones basales (CN) y luego de ser activados por la lesion con MNU (CD).
Cabe resaltar que el menor porcentaje de células con morfologia fusiforme (6%)
se encontr6 en el grupo CD y también en este grupo se encontré el mayor

porcentaje de células con morfologia de tipo neuronal (35%).

Estas observaciones revelan la capacidad intrinseca y propia de las DPSCs para
responder a las sefiales ambientales provenientes del medio condicionado como
las que se mencionan en la tabla 1. Aunque no se realiz0 un estudio para
determinar la composicion del medio condicionado de retina (HPLC,

espectrometria de masas, ELISA, etc.) si se analizaron algunos marcadores de
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diferenciacion neuronal para detallar el efecto que producen los factores solubles
presentes en el medio condicionado de retina en las DPSCs.

4. Expresion de marcadores de diferenciacion neuronal

Para verificar el proceso de diferenciacion neuronal inducido por el medio
condicionado de retina, analizamos la inmunoreactividad a un marcador neuronal
temprano: PSA-NCAM, él se expresa antes de BllI-tubulina durante el desarrollo y
se utiliza para seleccionar células neuronales inmaduras del tubo neural [42] y
precursores neuronales de la zona subventricular [43] y, para observar si las
DPSC mantenian su identidad luego de ser cultivadas con medio condicionado,
analizamos la inmunoreactividad a GFAP, marcador caracteristico de células
troncales de pulpa dental. Como se aprecia en la figura 12, el porcentaje de
células inmunoreactivas a GFAP disminuyd de manera estadisticamente
significativa entre los cultivos con medio condicionado en las células cultivadas
con medio CN y CD, de 54% en el grupo Control a 4% y 18% respectivamente
(p<0.001). Esto sugiere que hay mas células que conservan su identidad en el
grupo control en comparacion con los grupos CN y CD, aunque el 41% y 53 % de
las DPSCs cultivadas con medio condicionado (CN y CD respectivamente) co-
expresan el marcador de identidad GFAP con el de diferenciaciéon neuronal PSA-
NCAM. La co-expresion de un marcador de identidad con uno de diferenciacién ha
sido reportada previamente y es posible que se deba a los mecanismos de
regulacion epigenética que mantienen el estado diferenciado de una célula. La
memoria epigenética podria ser la causa del bajo porcentaje de células que
resultaron inmunopositivas a PSA-NCAM uanicamente: 18% para CN y 0% para
CD. También se encontré que el 37% de células en el grupo CN y el 29% en el
grupo CD no resultaron inmunopositivas a GFAP ni a PSA-NCAM por lo que
posiblemente se encuentren en otra etapa de diferenciacion, expresando
marcadores previos o posteriores a PSA-NCAM, como NeuroD1 o Rlll-tubulina
(fig. 16).

Considerando que el proceso de diferenciacion neuronal inducido por el medio

condicionado pudiera conducir a la diferenciacion hacia elementos neuronales de
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la retina, analizamos la expresion de PAX6, RBIII-TUBULINA, POU4F1, OTX2,
ASCL1 y NEURODL (figura 13), confirmando el efecto inductor del medio Control y
la predisposicion que estas células tienen para diferenciarse hacia linajes
neuronales debido a su origen ectomesenquimal. Ademas, esta descrito que
OTX2 estd involucrado en el desarrollo de células bipolares [44], regula
negativamente a Pax6, y positivamente la expresion de factores de transcripcion
involucrados en la determinacion y especificacion de fotorreceptores como CRX,
NRL y NEUROD, entre otros [45], por lo que no es de extrafiar haberlos detectado
en las células cultivadas con medio condicionado de retina dafiada (figura 14). No
se detecto la expresion de PAX6, posiblemente debido a la presencia de OTX2
que lo regula negativamente, ni de ASCL1, marcador de progenitores retinales que
dan origen a todos los tipos neuronales de la retina excluyendo a las células
ganglionares [44] lo cual coincide con la incipiente aparicion de POUA4F1.
Recordando la cadena de factores de trascripcidbn que se expresan durante el
desarrollo del sistema nervioso (figura 16) también es posible que al momento de
realizar el analisis, PAX6 hubiera dejado de expresarse y habria que realizar un
seguimiento temporal de la expresion de dichos factores para determinar hasta
qué punto, el medio condicionado de retina es capaz de inducir la diferenciacion

hacia linajes neuronales en células aisladas de pulpa dental.
SOX2 = PAX6 = ASCL1 =" OTX2 = NEUROD1=% PSA-NCAM =% R3T

Figura 16. Factores de transcripcion necesarios para el desarrollo de los componentes
del sistema nervioso.

La evidencia experimental apunta al inicio de un proceso de diferenciacion
neuronal que incluye la expresién de marcadores neuronales tempranos, como
PSA-NCAM, y de progenitores retinales, como OTX2 y ASCL1, aunque no alcanza
la expresidon del marcador de neuronas maduras BIII-TUBULINA (figura 13), ni la
supresion del gen de identidad GFAP (figura 12). Este proceso de induccion puede
deberse al origen ectomesenquimal de las células aisladas de pulpa dental que
utilizamos, la capacidad que tienen para interactuar con el microambiente y la
aparente plasticidad para diferenciarse hacia linajes neuronales, puesto que al

utilizar fibroblastos de prepucio neonatal, derivados del mesodermo, no se observé
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ningun cambio en la morfologia ni en la expresion de marcadores neuronales
(figuras 10 y 15). Debido a su origen embrionario, los fibroblastos de prepucio
neonatal podrian no tener la competencia necesaria, en términos de receptores y
factores solubles para responder a las sefiales regenerativas que sintetiza la retina

dafada.

De forma importante, el 44% de las células cultivadas en medio condicionado de
retina dafiada con MNU resultaron inmunoreactivas a RODOPSINA, proteina
caracteristica de células fotorreceptoras (figura 14 panel ‘Cc’), la expresion de esta
proteina fue confirmada con la deteccion del RNA mensajero de RODOPSINA por
RT-PCR (figura 14 panel ‘€’). Es posible atribuir la expresion de RODOPSINA,
CRX y NRL a los factores solubles presentes en el medio condicionado de retina
dafiada en virtud de que solo ocurrié en las DPSCs cultivadas con este medio, la
ausencia de CINASA DE RODOPSINA indica el estado de maduracion de las
DPSCs que posiblemente iniciaron un proceso de diferenciacion hacia
fotorreceptores luego del cultivo con medio condicionado de retina dafiada.

Esto es relevante puesto que la obtencién de fotorreceptores es uno de los
principales objetivos del area y la eficiencia de los protocolos previamente
reportados es muy baja incluso al utilizar precursores retinales [54]. Partiendo de
células estromales de médula 6sea [55] se ha obtenido el 30%; 1% con células
pluripotentes inducidas [20] y12% al utilizar células embrionarias [56].
Recientemente se reportd el 60% de eficiencia en la diferenciacion hacia
fotorreceptores a partir de células humanas de Miuller utilizando bMP, FGF,
taurina, acido retinoico e IGF [57,58]. Empero, obtener cultivos humanos de glia
de Miller o de células embrionarias para alotrasplantes puede ser dificil o

controversial y resulta méas sencillo utilizar células autélogas de facil acceso.
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CONCLUSIONES

Las células humanas derivadas de pulpa dental responden ante sefiales
neurogénicas de la retina modificando su cinética de crecimiento e iniciando un
proceso de diferenciacion neuronal donde el dafio es un factor determinante que
conduce a la expresion de RODOPSINA, CRX y NRL.
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APENDICES
I. Cultivo de fibroblastos de prepucio neonatal

El cultivo primario de fibroblastos de prepucio neonatal utilizado en este trabajo fue
adquirido de ATCC Primary Cell Solutions, numero de catalogo PCS-201-010, lote

namero 59532382. También puede obtenerse de la siguiente manera:

1. Colectar tejido del prepucio neonatal luego de la circuncision.

2. Lavar el tejido con solucién salina isotonica.

3. Seccionar en pedazos pequefios con tijeras.

4. Digerir parcialmente con tripsina al 0.25% por 30 minutos a 37° C.

5. Inactivar la tripsina con una solucion de SFB al 15% en DMEM.
Centrifugar la suspension a 300 G durante 10 minutos

7. Resuspender el pellet en medio de cultivo DMEM suplementado con 10%
SBF, L-Glutamina 2mM, y 100u/ml de antibiético-antimicotico en una placa
de cultivo de 60 mm.

8. Cambiar el medio de cultivo cada 3 dias.
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[1l. Abreviaturas

ABC

AFSC

AGI

ASC

BDNF

BM-MSC

bMP

CBPE

CD

CD105

CD11b/c

CD34

CD44

CD45

CD73

CD90

Cmz

CN

CNPasa

Células de la yema apical

Células troncales del liquido amniotico

Inhibidores del crecimiento axonal

Células troncales de adulto

Factor neurotroéfico derivado de cerebro

Células troncales mesenquimales de médula 6sea
Proteina de membrana basal

Epitelio pigmentado del cuerpo ciliar
Condicionado al dafio

Endoglina

Integrinas de leucocitos

Antigeno de células progenitoras hematopoyéticas
Receptor de linfocitos

Antigeno comun de leucocitos
Ecto-5-nucleotidasa

Glicoproteina anclada a  Glicosilfosfatidilinositol,

mesenquimal
Zona ciliar marginal
Condicionado normal

Marcador de oligodendrocitos

marcador
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CNTF

DAPI

Dcx

DMAE

DPSC

EGF

ESC

FGF

GABA

GDNF

GFAP

HFF

HLA-DR

IGF

ILM

INL

IPL

IPSC

MNU

NeuN

Factor neurotrofico ciliar
4,6-Diamidin-2-fenilindol diclorhidrato
Doblecortina

Degeneracion macular asociada a la edad
Células troncales de pulpa dental

Factor de crecimiento epidérmico
Células troncales embrionarias

Factor de crecimiento de fibroblastos
Acido gama aminobutirico

Factor neurotréfico derivado de glia
Proteina acida fibrilar glial

Fibroblastos de prepucio humano
Antigeno leucocitario humano DR

Factor de crecimiento insulinico
Membrana interna limitante

Capa nuclear interna

Intraperitoneal

Capa plexiforme interna

Células troncales pluripotentes inducidas
N-metil nitroso urea

Nucleos neuronales
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NF-Kb
NGF
NMDA
NSC
OLM
ONL
OPL
PBS
PSA-NCAM
RGC
RNA
RPC
RPE
RSC

RT-gPCR

uv
VEGF

WST-1

Factor nuclear Kb

Factor de crecimiento nervioso
Acido N-metil-D-aspartico
Célula troncal neural
Membrana limitante externa
Capa nuclear externa

Capa plexiforme externa
Solucién reguladora de fosfatos
Molécula polisialicilada de adhesion de célula neural
Células ganglionares de retina
Acido ribonucleico

Células progenitoras de retina
Epitelio pigmentado de retina
Células troncales de retina

Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa - transcriptasa

reversa
Ultravioleta
Factor de crecimiento del endotelio vascular

2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio
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IV. Material y Equipo

Botella de cultivo celular

Caja de cultivo de 6, 24 y 96 pozos
Filtros para cultivo en placa de 0.3 cm de diametro
Jeringa desechable de 1 ml
Micropipetas de 10, 20, 200 y 1000 pl
Pinzas de diseccion

Pipeta Pasteur de vidrio

Pipetas desechables de 5,10 y 25 ml
Placa de Petri de plastico

Placa de 96 pozos para PCR

Porta y cubre objetos de vidrio

Tijeras de rectas y curvas de diseccion.
Tubos de polipropileno de 1.5, 2 y 50 ml
Tubos de polipropileno de 50 pl

Vaso de precipitados de 200 ml

Balanza digital Sartorius 1219MP

Centrifuga Refrigerada Eppendorf 5810 R

Criostato Microm HM 505N

Espectrofotometro de UV NanoDrop 2000™ de Termo Fischer Scientific
Fuente de Poder PowerPac™ de BioRad

Gabinete de Bioseguridad NUAIRE NU-450-600

Incubadora Binder CB-150-UL

Microcentrifuga Labnet C0165

Microscopio de Epifluorescencia Zeiss AxioVert40 CFL™
Termociclador Eppendorf Mastercycler™ AG 22331
Termociclador PikoReal™ 96 de Thermo Scientific
Transiluminador UV y sistema de foto-documentaciéon UVP™
Vértex de VWR Scientific
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V. Cartade consentimiento informado

STOREACELL, S.A. DE C.V.
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Con fundamento en lo dispuesto por la Declaracion de Halsinki de la Asamblea Médica Mundial que establece los
Principics éticos para investigacion médica en seres humanos, incluida la investigacion de! material humano; en la
Declaracion de Ginebra de la citada Ascciacion, que vincula al médico con fa férmula “velar solicitamente y ante todo
por la salud de mi paciente”; en el Cédigo Intemacional de Etica Médica cuya premisa es “en investigacion médica de
seres humanos, el bienestar de la persona que partcipa en la investigacion debe tener siempre primacia sobre los
otros intereses” y, en la Ley General de Salud de México, Titulo Quinto, “Investigacion para la Salud” se acuerda lo
sigulente;

L Justificacién y Objetivos de la Investigacion.

El signante de esta carta ha sido infermado que la investigacion identificada con fa clave SB-2007-01 (82794, 2008-
2011) apoyada por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia tiene como objetivo investigar la capacidad de las
células provenientes de tefidos de personas para cambiar su estado diferenciado y adquirir capacidad de formar otros
tipos de células, por ejemplo, hueso, canilago, etcélera, Para tal fin, es necesaria la oblencién de tejidos de
personas, como los provenientes de los dientes.

La obtencion del tefido de personas proveniente de los dentes se realiza de la siguiente manera:

Etspas del Proceso. Una vez recbida la muestra en e laboratorio, éste realizard el proceso como %
Procesaméanto, expansién y monitoreo, criopreservacidn y almacenamiento de las célutas madre obienidas de las
plezas demtales recibidas.

Procesamianto: Lae células madro 6o obtondrdn a pantir del tejido pulpar de las piezas dentales
recibidas. Una vez detarminada la existencia de tejido pulpar en la pieza dental, ef laboratorio

procesaré el mismo y realizard los andlisis necesarios para confirmar la existencia de células
madre.

Expansion, monitoreo y criopreservacion: Una vez determinada la obtencion de células a partic
de las Muestras asi como su viabilidad, el laboratorio reakizard la expansion y cricpreservacion de
las Células Madre Demales,

La expansidn serd monitoreada de manera regular en intervalos maximos de tres dias,

La criopreservacion comprende el depésito y congelamiento controlado de las Células Madre
exiraidas y sometidas al proceso de expansion.

Almacenamiento. Se almacenaran las Musastras en el interior del laboratorio.

Esta cana tiene como finalidad, la acreditacién del consentimiento que otorga la persona signante para que, del
diente que le serd extraido voluntariamente ylo por indicacién médica preexistente a la extraccidn, se oblengan
células de tejido que seran utilizadas para la investigacion antes referida.

. Procedimientos aplicables y su propésito, incluidos los experimentales,
El signante ha sido informado que para efectos de esta investigacion, s6lo se utilizard el diente que estd predestinado
a extraccidn voluntaria yo por indicacion médica en virtud de su estado.

L Molestias y/o riesgos esperados. Cédmo y quién los resolvers.

El signante fue informado de que con posterioridad a la extraccidn de la pieza dental indicada, no serd necesaria
Intervencién quirdrgica o tratamiento vinculado a esta investigacién, o que garantiza que la misma no serd motivo de
molestia o resgo adicional.

IV. Beneficios que pueden obtenerse de la investigacion.
Como resultade de la investigacion se conocerdn propiedades de las células provenientes de la pulpa dental,
prepiedades que podran determinar el tratamiento idoneo de algunas enlermedades del signante.

V. Garantia de recibir respuesta a cualquier pregunta y aclaracién relacionada a la investigacién.
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Se le garantiza al signante que toda inquietud, duda o consulta que tenga con relacion a la investigacion y a su
participacién en ella, serd atendida de manera oportuna y completa, hasta que el signante encuentre tolal
satisfaccion a las mismas.

VL. Libertad de Retirar su consentimiento en cualquier momento y dejar de participar en la investigacion.

El signante fue informado de que en & momento en que &l lo decida y sin que medie justificacion alguna, pusde

revocar su consentiméento; lo que en ningdn caso afectara la refacidn ni la atencién médica preexistente con &
médico o con el hospital

V. Privacidad y Anonimato.
El signante autoriza la publicacidn de los resultados del estudio siempre que, en observancia al secreto profesional y
de proteccitn de sus dalos personales, su nembre € identidad no sean revelados.

VI. Gastos adicionales, quien los absorbe.
Los estudios en laboratorio o de naturaleza similar que sean necesanos para esta investigacion, serdn erogados por
el laboratornio Institucional.

En México, el dia ___ del mes de de 201_, con total informacién, plenc enterdimiento de lo anterior y
aclaradas todas las dudas respecto a mi participacién en el estudio titulado “Aislamiento, cultivo y crio preservacian
de célufas de pulpa dental humano”, aulorizo por tlempo indefinido a STOREACELL, S.A. de C.V. a obtener céhilas
de los tejidos provenientes de la pleza dental que me serd extraida volumariamente yo por indicacion médica
preoxistonte, on ol entendido de que mi paricipacidn sa limita & poparcinaar I8 peaza dantal qua ma =23 avtraida,
consintiendo en donar dicha pieza dental y todes y cada uno de los productes que de ella se deriven, siempre que se
utifican dnicamenta en el objeto del estudio precitado,

CARMEC [ AHBAAA
Donante (nombre complato) Storeacell, S.A. de C.V,
Direccion: Nombre completo del

Apederado legal
s AW 22 7
A z——
no Testigo {(nombre completo)

D - Direccion:
Relacién con el donante Relacién con el donante
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