T . .
<0 % UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

POTENCIAL DE DIFERENCIACION DE LAS CELULAS
MESENQUIMALES GINGIVALES A CELULAS
TIPO SCHWANN

QUE PARA OTENER EL TiTULO DE
BIOLOGA

PRESENTA

SINDY LAURA MENDOZA OLVERA

Director de Tesis: Dr. Karlen Gazarian
Instituto de Investigaciones Biomédicas
Laboratorio de biologia molecular y biotecnologia

Asesorainterna: M. en IBSH. Angélica Flores Ramirez
Unidad de Investigacidn en Biologia de la Reproduccién
Laboratorio de Biologia del Desarrollo

0%
FES Investigacion realizada gracias al programa UNAM DGAPA-PAPIITIN IT2003 13
ZARAGOZA
—— Ciudad de México AGOSTO 2018

A



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



INDICE

RESUIMEN ........oooiiiiieiiiieiie et e et e e e e ettt et e e e e e s ettt e eeeeeeesaannstseeeeeeeesaansnnssseeeaeeessennnnsnnneeeaaeeans 1
INTRODUCCION ...ttt bbbttt 3
1. CAIUIAS HrONCAIES. ...ttt e e e ettt e e e e e et eeaeeeas 3
I D TRV S o T T T ' =T d ot 4
1.2 Potencial de difereNGaCioN .......cceiiiiiiiiiieeeee e 5

2. CresStaneUIAl .........oooiiiiiiiiiiiiii ettt ettt ettt bttt bttt ittt enebtrerane 6
2.1 Migracién de las células de la cresta neural alazonadental ..........coooveiiiiiiiiiiiiiiiiie, 12
3. CElulas MESENQUIMAIES..........uuiiiiiiiiiiti s e e e e e as 16
3.1 Células troncales mesenquimales de lazonadental ..........cccooeiviiiiiiiiiiii i 16
4. Trans-diferendacion CEIUIAN.......... ... e 20
B EPIZENETICA. ... .cceiiiiiiiiiiei e e e e e e e e e e e e e e e a s 21
6. SISEEMA NEIVIOSO.......uiiiiiiiiiiiiiii ettt e e e e e ettt s e e e e e et eebba s e e eeeseenaaaseeaaeneenns 23
6.1.1 SiStemMa NEIVIOSO PEIIFEIICO .uuuuniieii ittt e e e e e e et e e e e e e e e e st 23
6.1.2 Células del sistema nernvioso PerifECo .......coeuuiiiiiiiiieeece e, 24

B.1.3 CEIUIAS BIA 1uunieeeeeeeeee ettt e e e e 25

6.1.4 CElulas SChWanN ..o 26

7. Células ScChwann y Nervio PeriferiCo.............ooooiiiiiiiiiiie e eeeans 27
28 =T oV o oo 4 Lole TP RURRSPPN 29
7.2 P0OSibIe USOEN FEZENEIACION ......cceeeeeiiiicee et e e e e et e e e e e e e e e e e e e 30
JUSTIFICACION. ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeenns 32
[ 1o 1o 3 =1 PP 33
(0] =1 4L o TSP 34
1oL GBI et e e e e e e e e e et e e e e e et et e e et e e e e e e eeees 34
I Y o ] T PP 34

1Y L= oo o] [ - {1 TP 35
1. Células troncales mesenquimales de tejido gingival............cceeeeiiiiiiiiiiiiiie e, 35

2. Cultivo primario de células mesenquimales de tejido gingival.............ccveeiiiiiiiiiiiiiiniennn. 36

3. Cultivo de células troncales de tejido giNgiVal...........cuuuuiiiieeiiiiiiiiicce e 36

Lo Tl A Tor=To Lo YT (<3 Y & 36



5. Preparacién del medio de cultivo para diferendiacion a linaje glial..........cccoooovviiiiiiiinnnnnnnil. 37

6. Caracterizacion de células tejido GINGIVAl ......ceeeeeiiiiiiiiiiiee e 38
6.1 identificacion de marcadores mesenquimales y neuronales por citometria de flujo ....... 38

6.2 Identificacddn de marcadores gliales por inmunofluorescencia ..........coeeeeeeeeeeeeinnnnnnnen. 38
RESUITAUOS. ...t e e e e e et ettt s e e e e e eatbba e s e eeeeeaebbaaeeeeas 40
3O \Y (oY FoY Lo T=4 -1 a1 o - | KO 40

2. PUFTICACioN dE ARN ...ciiiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt ettt ettt e et et ee e e e e e e e e e eeeeeessbssetessssssessssssssessesssnesansnnnnnes 40

3. Morfologia antes y durante la diferendacion glial............cccoooviiiriiiiiiiiii e, 41

4. Expresién de marcadores neurales y mesenquimales por citometria de flujo....................... 42
LGB A PP OTRROPPRRPR: 42

L1 7 T 5 7 S 43
(01D N 0 T L V- PPN 44

5. Expresidon de marcadores neurales por inmunoflourescencia.............c..c.coooiiiiiiiiinnnnen... 45

N GIN B i r e e e e et et e e et e e et et e et eeaeeaeete ettt eteeteeaaeeaaeaaaarnnas 46
LG TR OPRROPRRRPR: 47
YT S 48
SLO0B ...ettttetetetereterererereaeaeeabaaebaae e bab e e b b — bttt e e e e e e e aeneneneneneneeenenas 49
110 ) O PP 50

Y0 )€ TR 51
110 ), 61 O PPN 52

6. ANAlisis de resultados................oiiiiiiiiiiiii e e e e e e e e e aarran 54
CONCIUSIONES ...ttt ettt e ettt e e e e e e et ettt s e e e eeeeetbbaa s eeeeeseeessnannseeeesaeassnnnnnsseeeenenns 56
3= (o LN 57

Bibliografia......ccoviiiiiiiiiiiiiniiiiininiii s esssesesssssssesssssssesanen 67



AGRADECIMIENTOS

A mis padres Maria Teresa Olvera Castillo, José Cruz Mendoza Osorio y mi
hermana Nancy Janeth Mendoza Olvera quienes han brindado de su
incondicional compaiiia y apoyo en este proceso que se llama vida, sin duda

la parte mas importante.”
Ala UNAM y en especial a la FES Zaragoza por mi desarrollo académico.

A mi director de tesis el Dr. Karlen Gazarian y al Instituto de
Investigaciones Biomédicas por darme la oportunidad de realizar la
investigacion e incursionarme en la linea de células troncales.

A mi asesora interna M. en IBSH. Angelica Flores Ramirez por guiarme
durante el proceso de titulacion.

Y a mis sinodales, la Dra. Juana Monroy Moreno, el M. en C Carlos Bautista
Reyes y la M. en ES. Maria Cristina Alvarado Dominguez por su gran apoyo y
CONsejos.

Y como lo menciona Newton en una frase: Si he visto mas lejos, es porque
estoy sentada sobre los hombros de gigantes.



La cienciano s6lo es una disciplina de larazon,
sino también del romance y de la pasion.

Stephen Hawking

POTENCIAL DE DIFERENCIACION DE LAS CELULAS
MESENQUIMALES GINGIVALES A CELULAS

TIPO SCHWANN

Instituto de Investigaciones Biomédicas

Laboratorio de biologia molecular y biotecnologia

\ J si» INSTITUTO DE INVESTIGACIONES

" BIOMEDICAS




Resumen

RESUMEN

Durante la tercera y cuarta semana del desarrollo embrionario, una
poblacidn transitoria de células que se originan entre la placa neural y el
ectodermo superficial migra hacia lugares especificos del embridn, donde se
diferencian sus caracteristicas epiteliales y adquirieren caracteristicas
mesenquimatosas y forman diversos tejidos del soma, creando nichos
compuestos de células diferenciadas que conservan su multipotencialidad
gue esta presente en la etapa adulta y son capaces de diferenciarse in vitro a
diversos linajes tanto mesenquimales como neuronales.

Las células de la cresta neural forman distintas estructuras craneo-faciales y
tejidos; incluyendo la formacién de la papila dentaria, foliculo dental, pulpa
dental y la encia, donde perduran nichos de células troncales adultas que dan
origen a diferentes tejidos mesenquimales como hueso, cartilago, tejido
graso, tejido muscular y tejidos del sistema nervioso sensorial, simpatico y
parasimpatico. Estos nichos tienen el potencial de diferenciarse in vitro de
manera directa, sin necesidad de modificacion genética, mediante la
manipulaciéon de vias de sefializacion con la exposicién a factores de
crecimiento en el medio de cultivo; las células de la cresta neural que migran
a la formacién del tejido gingival, expresan marcadores neurales y
mesenquimales de acuerdo a su origen, por lo tanto, tendrian un gran
potencial y capacidad de diferenciacion hacia linaje glial.

Bajo esta hipdtesis, se utilizaron células troncales de tejido gingival (células
mesenquimales) colectadas de terceros molares de pacientes sanos para ser
caracterizadas, antes y durante la diferenciacion a destino glial, mediante las
técnicas de citometria de flujo e inmunofluorescencia.

Por medio de la técnica de citometria de flujo se evalud la expresion de
marcadores neurales y mesenquimales (CD271, CD73, CD44, CD105, SSEA4)
en presencia y ausencia de suero fetal bovino (FBS). La probabilidad de
diferenciacion a linaje mesenquimal incrementé al ser cultivadas en
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Resumen

presencia del FBS. En contraste, durante el cultivo libre de suero, fue mayor
el porcentaje de diferenciacion a linaje neural.

En la diferenciacion a linaje glial se utilizd un medio de cultivo especifico
donde se manipularon las vias de sefializacién Shh y Wnt utilizando un pre-
tratamiento y una exposicion a factores de crecimiento. Esto provocd que
SOX10 presente en el citoplasma de las células mesenquimales gingivales se
expresara a nivel nuclear (caracteristico de células gliales tipo Schwann), lo
gue hizo propicio e indujo la trans-diferenciacién a linaje glial provocado por
la epigenética de la célula mesenquimal derivada de la cresta neural.

Por otra parte, durante el cultivo y expansiéon de células gingivales se utilizo
suero al 2% y durante la diferenciacion a linaje glial 1% en el medio de
cultivo, lo cual indicd, que aun con suero en baja concentracidn es propicio la
diferenciacidon a linaje glial. Finalmente, se logré obtener una poblacion
altamente pura de células con las caracteristicas morfoldgicas y expresiéon
caracteristica de marcadores de células gliales tipo Schwann por medio de
células gingivales.
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Marco tedrico

INTRODUCCION
1. Células troncales

El desarrollo del organismo multicelular se inicia de una sola célula, el cigoto,
y termina con alrededor de 200 tipos de células que forman tejidos vy
organos del cuerpo. En la formacién del soma participan células troncales
(lamadas “células madre”) y células diferenciadas (Gazarian, 2013).

Las células troncales o Stem cell cumplen dos funciones: diferenciacidon a
células del soma y produccién de mas células troncales (regeneracion)
(Gazarian, 2013).

Se definen como células primitivas capaces de auto-renovarse vy
diferenciarse hacia varios tipos celulares especializados. La auto-renovacién
de las células troncales se refiere a la capacidad, tras una divisién mitética,
de generar al menos una célula hija con las caracteristicas fenotipicas y
propiedades funcionales que la célula madre. Cuando la auto-renovacion
resulta en dos células hijas se dice que la célula troncal efectué una auto-
renovacion simétrica. Cuando la auto-renovacion resulta en una célula
idéntica a la célula madre con propiedades mas especializadas, se dice que la
célula troncal efectué una renovacién asimétrica (Figura 1) (Morrison vy
Kimble, 2006).

sefiales externas b.

‘ nteracciones intercelulares .
Factores de crecimiento Especializada

Figura 1. Auto-renovacion de las células troncales. a) Division simétrica, las dos células hijas con
laidentidad de la madre; b) Divisidn asimétrica, una célula hija con la identidad de la madre y la

otra célula hija con propiedades mas especializada.
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Marco teorico

La discriminacidn entre una divisidon simétrica y una asimétrica en una célula
troncal dependera de senales externas como las interacciones intercelulares
y la estimacién de factores de crecimiento (Knoblich, 2008).

1.1 Division asimétrica

Existen dos principales de mecanismos que gobiernan las divisiones
celulares asimétricas. El primero se basa en la particion asimétrica de los
componentes celulares que determinan el destino de la célula; también
llamados “intrinsecos”. El segundo implica la ubicacién asimétrica de las
células hijas en relacion con las sefales externas; también Ilamados
‘extrinsecos' (Morrison y Kimble, 2006).

En situaciones en las que la Unica diferencia entre las células hijas es su
posicion relativa al nicho de células madre, las células hijas pueden tener
inicialmente un potencial de desarrollo equivalente, pero pueden adquirir
destinos diferentes debido a la exposicidn a sefales externas variables. De
esta forma, la divisidon es asimétrica con respecto al destino final de las
células hijas a pesar de que la divisidén es intrinsecamente simétrica, dando
inicialmente dos células hijas con un potencial de desarrollo equivalente
(Figura 2) (Morrison y Kimble, 2006).

Mendoza Olvera Sindy Laura
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Figura 2. Controles de divisidon asimétrica de células madre. Se muestran tres mecanismos
simples, pero otros son plausibles: a) la localizacion asimétrica de los reguladores de polaridad
celular (rojo) inicia la division asimétrica; b) los determinantes del destino celular (rojo) se
pueden segregar al citoplasma de una célula hija, como se muestra aqui, o se pueden asociar
con la membrana, el centrosoma u otro constituyente celular que se distribuye
diferencialmente alas hijas; c) la orientacion regulada del huso mitético retiene solo una hija en
el nicho de células madre (rojo), de modo que solo esa célula hija tiene acceso a senales
extrinsecas necesarias para mantener la identidad de las células madre. Este mecanismo logra
un resultado asimétrico, a pesar de que la division en si es intrinsecamente simétrica. En un
modelo alternativo pero similar, la célula hija situada lejos del nicho esta expuesta a sefiales
que inducen la diferenciacién (tomada de Morrison y Kimble, 2006).

1.2 Potencial de diferenciacion

Las células troncales se distinguen por tener diferente potencial para originar
los distintos tipos de células diferenciadas (Gazarian, 2013). El potencial de
diferenciacion de las propiedades ha permitido clasificar a las células
troncales en tres grupos: troncales totipotentes, pluripotentes vy
multipotentes (Figura 3). La potencialidad de las células troncales estd
basada en su capacidad para diferenciarse hacia diversos linajes celulares
tomando en cuenta el desarrollo embrionario (Carlson, 2005).

e Totipotentes: aquellas que forman la mérula y pueden dar lugar a un
organismo completo

e Pluripotentes: provienen de las totipotentes, integran el blastocisto y
dan lugar a células de las tres capas embrionarias (mesodermo,
endodermo y ectodermo

e Multipotentes: se diferencian a tipos celulares de la misma familia
(Gazarian, 2013).

Mendoza Olvera Sindy Laura
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a.
‘ Organismo
Moérula
b.
ﬂ Capas embrionarias
Epiblasto
Blastocito

Mesodermo Endodermo Ectodermo

Figura 3. Clasificacion de las células troncales de acuerdo a su potencial de diferenciacion. a)
Totipotentes; b) Pluripotentes; c) Multipotentes.

2. CrestaNeural

La cresta neural es una poblacion de células troncales embrionarias
multipotentes (NCSC) que genera una amplia gama de linajes celulares
(Curchoe et al., 2010; Baggiolini et al., 2015).

En los vertebrados diversos tipos de células neurales o no neurales en son
producidos por la cresta neural, estructura embrionaria transitoria que surge
durante la neurulacién en la parte dorsal del tubo neural (Figura 4) la cual los
impregna con caracteristicas Unicas, como las mandibulas y el sistema
nervioso periférico (Le Douarin et al., 2008). La induccidn del territorio de la
cresta neural inicial depende en gran medida de la accién coordinada de un
conjunto de moléculas de senalizacion y factores de transcripcion durante
las etapas de gastrulacion y neurulacion (Nikitina et al., 2009).

Mendoza Olvera Sindy Laura
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Marco teorico

La placa neural se genera como un epitelio columnar y esta sustentada por
células mesodermo axiales de la notocorday mesodermo paraxial (mas tarde
los somitas) y estd flanqueada por ectodermo epidérmico. Durante la
neurulacion, la placa neural se dobla en su linea media para formar los
pliegues neurales y se forma una placa de piso. El tubo neural se forma por
fusion de las puntas dorsales de los pliegues neuronales, generando células

de la placa del techo en su linea media dorsal y células de la cresta neural,
gue emigran del tubo neural dorsal (Figura 4) (Tanabe y Jessell, 1996).
C.

Fusion de pliegues

Placa neural

Crestas neurales

Células de la cresta

Figura 4. Neurulacion. a) conformacion de la placa neural por diferenciacion del ectodermo a
neuroectodermo inducido por la notocorda; b) proyeccion de las crestas neurales inducidas
por las células de la cresta neural y conformacion del surco neural; c) fusién de las crestas
neurales en la linea media para formar el tubo neural; d) profundizacion del tubo neural en el
mesodermo por debajo del ectodermo y migracion dorsolateral de las células de la cresta neural
(tomada de http://teaching.thehumanbrain.info/neuroanatomie.php?kap=2) /).

Las células de la cresta neural experimentan una transicion epitelial a
mesenguimal y migran por todo para poblar numerosso derivados (Baggiolini
et al., 2015). Es decir, se dispersan desde la superficie del tubo neural dorsal
y migran a través del embridn, perdiendo su caracter epitelial y adquiriendo
caracteristicas mesenquimatosas, transformandose en células migratorias
gue contribuyen ampliamente para el desarrollo del embrién (Figura 5)
(Romer, 1972; Chai et al., 2000).

Mendoza Olvera Sindy Laura
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0.5 mm

hindlimb

. % HH19

Figura 5. Tincién que muestra la migracion de células de la cresta neural en embridn de pollo.
Vistas completas de embriones en estadios HH11-19 con el marcador HNK1 (nucleosomal
histone kinase-1). Las etiquetas HNK1 migran pobremente la cresta neural del tronco en HH11y
HH12 (a, b), pero fuertemente por HH15. c) La cresta vagal esta indicada en (c). La flecha en (d)
apunta a la somite 16. Flecha en (e-g) para migracion de células de la cresta neural en cola. La
punta de flecha en (g) sefiala el adelgazamiento de las transmisiones de las células de la cresta
neural, lo que indica que estan comenzando a condensarse. En (a) o.v. representa vesiculas
oticas (tomada de Dion et al., 2015).

Mendoza Olvera Sindy Laura

Pégina8



Marco teorico

En la region de la cabeza, las células de la cresta neural abandonan su
ubicacién antes de la fusidon de los pliegues del tubo neural, es decir del
cierre del tubo neural, mientras que en la regién del tronco las células de la
cresta neural se delaminan de la regién dorsal del tubo neural una vez que
este se ha cerrado (Figura 6) (Le Douarin, 1982).

100um

100pm

Figura 6. Vistas completas del embridn de pollo en estadio HH17 con HNK1. a) Todo el embridn
con HNK1 muestra muchas mas células que migran a lo largo del tronco. (b-e) Secciones
apuntadas en embriones enteros. f) Una seccion del segmento medio en el estadio HH19y (g)
del embriéon HH20 para resaltar la reduccion de la migracion celular por estas etapas. Las flechas
en (b-e) apuntan a las corrientes de migracion de troncales, mientras que en (g) la falta de ellas
(tomada de Dion et al., 2015).

Pégina9
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Marco teorico

Las células de la cresta neural alcanzan distancias considerables y siguen vias
regionalmente definidas a sitios de diferenciacién para generar diversos
tipos celulares como las células neuronales y gliales del sistema nervioso
sensorial, simpatico y parasimpatico, células de la glandula suprarrenal, las
leptomeninges y melanocitos (Hall, 2008), el tejido cartilaginoso, dseo vy
conectivo del esqueleto craneofacial, neuroendocrino cefdlico érganos vy
algunos vasos cardiacos (Curchoe et al., 2010) donde crean nichos de células
troncales.

Las sefiales inductivas ventralizadoras son Sonic Hedgehog y BMPs en etapas
secuenciales del desarrollo de la médula espinal. Sonic Hedgehog se expresa
inicialmente en el mesodermo axial y las BMP se originan en el ectodermo
epidérmico que flanquea los bordes laterales de la placa neural. En las
etapas del pliegue neuronal, Sonic Hedgehog comienza a expresarse
mediante células de la placa del piso en la linea media de la placa neural y
BMP por las células en las puntas dorsales de los pliegues neuronales.
Después del cierre del tubo neural, la expresion de BMP se pierde del
ectodermo epidérmico, excepto en la linea media dorsal, pero las BMP ahora
se expresan en la placa del techo y en el tubo neural dorsal adyacente. En el
inicio de la diferenciacidon neuronal, la expresiéon de BMP persiste en el tubo
neural dorsal, y la expresion de Sonic Hedgehog se mantiene en la placa del
piso (Figura 7) (Tanabe y Jessell, 1996).

Mendoza Olvera Sindy Laura
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a. Estados de desarrollo

Plato neural Pliegue neural Tubo neural
ECT

l ) D ( ) c
N
S s S

b.  Sefialesinductivas

®

BMPs
BMPs BMPs
’ S S
( ) ) é\
SHH > () > -
(W)

SHH

Figura 7. Fuentes polarizadas de senales inductivas durante el desarrollo de la médula espinal:
a) etapas en el desarrollo embrionario de la médula espinal. (N) Notocorda. (S) Somitas. (ECT)
Ectodermo epidérmico. (F) Placa de piso. b) El diagrama muestra la fuente de las seiiales
inductivas ventralizadoras [Sonic Hedgehog (Shh), blue] y dorsalizing (BMPs, naranja) en etapas
secuenciales del desarrollo de la médula espinal (tomada de Tanabe y Jessell, 1996).

A pesar de que la cresta neural es un derivado ectodérmico, se ha propuesto
considerarla como la cuarta capa germinativa debido a su capacidad para
originar los diferentes tipos celulares mencionados anteriormente y reunir
caracteristicas de una capa germinal (Hall, 2008).

Mendoza Olvera Sindy Laura
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2.1 Migracion de células de la cresta neural a la zona craneo-facial, dental

Las células de la cresta neural que migran a la zona craneo-facial
contribuyen a la formacién y condensado de los dientes y encia. El diente se
deriva del ecto-mesénquima de la cresta neural y del epitelio ectodérmico
(Koussoulakou et al., 2009). Como se ha mencionado, la cresta neural-ecto-
mesénguima contribuye a la formacion de condensado dental en la fase de
germen y el principio de formacién del diente y después a la formacién de
papila dental mesénquima, preodontoblasto, matriz de odontoblastos,
dentina, pulpa, cemento y el ligamento periodontal (Figura 8) (Chai et al.,
2000).

a.Migracion de las células
de la cresta neural

b. Interacciones entre el
epitelioy mesénquima

&\ Dentina

: Pulpa

Ligamento periodontal
Papila dental

Figura 8. Esquema general de la formacion de los dientes. a) Migracion de las células a zona
craneo-facial; b) Sefial inductiva inicial para la formacidn de los dientes que reside en el epitelio
oral; c) Las interacciones reciprocas entre el epitelio y mesénquima contribuyen a diversos
derivados del diente y encia (modificada de Koussoulakou et al., 2009).

Factores de crecimiento como BMP y de transcripcion FOXD3 y WNT6 han
sido asociados con la sefalizacion epitelio-mesénquima durante Ia
morfogénesis de diente (Figura 9) (Thesleff y Sharpe., 1997).
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Pagina 1 2



Marco tedrico

BMPs
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WNT6 BMPs
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Figura 9. Factores de transcripcion involucrados en la formacion de los dientes. A) Proteinas de
sefalizacion WNT6, BMP y gen FOXD3; b) Células indiferenciadas de la cresta neural (NCl), vias
migratorias: una dorsolateral, (flecha en rojo) ventral (en celeste) (modificada de Tanabe y
Jessell, 1996; Montiel-Eulefi y Montiel, 2012).

El epitelio dental interactua con las células de la cresta neural craneal para
formar dientes a medida que se forma el tubo neural. a) el ectodermo dorsal
sintetiza la proteina de senalizacién WNT6; mientras que, en la placa neural,
se producen miembros de la familia BMP. Cuando estos dos tejidos
embrionarios se cruzan, la multiplicacidon celular activa ocurre tanto en el
ectodermo como en el neurodermo. Estas células multiplicadoras expresan
el gen FOXD3 que ordena a estas células formar dos hileras longitudinales
dorsal de ectomesénquima en ambos lados del tubo neural para crear una
poblacidn transitoria de células altamente ndmadas, las células de la cresta
neural. b) Las células indiferenciadas de la cresta neural (NCl) se segregan
tempranamente de su entorno celular y abandonan el tubo neural para
adoptar dos vias migratorias: una dorsolateral, (flecha en rojo) ventral (en
celeste) (Montiel-Eulefiy Montiel, 2012).
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Durante el desarrollo embrionario, el archenteron participa en la formacién
del arco faringeo. Los arcos faringeos contienen un vaso sanguineo central,
el arco adrtico, rodeado de mesodermo paraxial. Este nucleo esta envuelto
por una hoja de células de la cresta neural; estas células, a su vez, estan
cubiertas por hojas continuas de ectodermo epidérmico y endodermo
interno. El primer arco faringeo forma las mandibulas superior e inferior. Las
capas masivas del epitelio orofaringeo (estomodeo) migran y se superponen
a los arcos faringeos; las células odontogénicas de la cresta neural ya han
emigrado y poblado la regidn en este momento. Aungue los dientes orales se
cree que surgen exclusivamente del ectodermo, los dientes faringeos
también pueden derivarse del epitelio endodermo (Imaiet al., 1998; Zerina y
Smith, 2005; Soukup et al., 2008).

Algunas de las células de la cresta neural en la region del cerebro anterior
migran ventralmente (Figuras 6 y 9b) entre el ectodermo superficial y el
mesodermo local y establecen la prominencia frontonasal, donde se forman
los incisivos superiores. Las células de la cresta neural del mesencéfalo y los
tres primeros rombomeres pueblan el primer arco faringeo, donde todos los
demas dientes se desarrollan en el resto del maxilar y toda la mandibula.
(Grigoriou et al., 1998).

Alli, las células de la cresta neural se multiplican activamente para producir
el cuerpo principal del arco faringeo. A la llegada y disposicion de las células
de la cresta neural, los dientes se desarrollan por interacciones moleculares
multiples, reciprocas e inductivas entre el epitelio dental (tal vez con
mesodermo paraxial craneal y también endodermo) y el ectomesénquimo
subyacente en el maxilar y la mandibula (Grigoriou et al., 1998).

Las células de la cresta neural dan lugar, un poco después, a diversos tipos
de células dentales (odontoblastos: que producen dentina, cementoblasto:
gue secretan cemento para cubrir la dentina de la raiz, osteoblastos: que
participan en la formacién de alvéolos dentales y fibroblastos: que sintetizan
coldageno para el ligamento periodontal). Las células del epitelio oral
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permanecen y se diferencian localmente en ameloblastos productores de
esmalte (Figura 10) (Slavkin, 1974).
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Figura 11. Etapas en el desarrollo de los dientes: a) el ectodermo oral pre-estampado esta en
estrecho contacto con el ecto-mesénquimo de la cresta neural craneal. En esta etapa, el
potencial odontogénico reside en el epitelio. b) Las células epiteliales secretan sefiales
especificas en diferentes areas, proliferan y forman una banda de tejido epitelial, la lamina
dental y los placodos dentales. c) En los sitios de los placodos dentales, las células epiteliales
proliferan e invaden el mesénquima formando los brotes de los dientes. En esta etapa de
desarrollo, el potencial odontogénico se pierde del epitelioy se le concede al ectomesénquima.
d) El brote se pliega y adquiere inicialmente la forma de una tapa invertida y mas tarde se
forma una campana. e) Nudo del esmalte (tomada de Koussoulakou et al., 2009).

Las células de la cresta neural, aunque de origen ectodérmico, se someten a
"mesenquimizacidén”, un proceso que justifica su designacion como células
ecto-mesenquimatosas (Wada y Makabe, 2006).
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3. Células troncales mesenquimales

Las células troncales mesenquimales (MSC) son células multipotentes vy
“adultas” (Arévalo et al.,, 2004) y que se identifican por su capacidad de
formar colonias morfolégicamente parecidas a fibroblastos cuando se
cultivan en presencia de factores de crecimiento mitogénico o suero
(Friedenstein et al., 1968). Se caracterizan por ser capaces de diferenciarse
hacia células de origen mesodérmico (Caplan, 1991) (dentina, hueso,
ligamento periodontal, etc.). No obstante, recientemente se ha observado
gue se pueden transdiferenciar (se les puede inducir pluripotencialidad)
(Baksh et al., 2004) es decir, que pueden dar lugar a tejidos
mesenguimaticos y no mesenquimatosos in vitro e in vivo (da Silva Meirelles
et al., 2006).

Las células mesenquimales, como se ha mencionado, ocupan nichos en los
tejidos del estroma y son la fuentes de células troncales de derivados
especializados durante el crecimiento y la reparacién (Keating, 2012).

3.1 Células troncales mesenquimales del area dental

Los estudios actuales sobre células madre reportan que se han aislado a
partir de varios tejidos adultos, incluyendo meédula ésea, tejido neural,
musculo, piel, retina y foliculos pilosos (Batouli et al., 2003). Con referencia
al area dental existen estudios incipientes donde las células madre aisladas
son a partir de extractos de ligamento periodontal y de pulpas de érganos
dentarios exfoliados (Miura et al., 2003; Chen et al., 2006).

Las células madre derivadas del tejido dental son aisladas de tejido con
capacidades potentes de diferenciarse en células odontogénicas. Sin
embargo, también tienen la capacidad de dar origen a otros linajes celulares
similares (Huang et al., 2009).

Hasta la fecha, se han aislado y caracterizado diferentes tipos de células
troncales dentales humanas (Figura 12) (Rodas et al., 2017).

Mendoza Olvera Sindy Laura

Pagina 1 6



Marco teorico

= (Células madre mesenquimales derivadas de médula désea alveolar
(ABMSC)

= Células progenitoras del foliculo dental (DFPC)

= Células madre de la pulpa dental (DPSCs)

= Células madre derivadas del tallo gingival (GMSC)

= Células madre del ligamento periodontal (PDLSCs)

= Células madre de la papila apical (SCAP)

= Células madre de dientes deciduos humanos exfoliados (SHED)

= Células progenitoras del germen del diente (TGPC)

GMSCs DPSCs

Figura 12. Diagrama de las principales fuentes de células madre mesenquimales derivadas del
tejido dental humano (hDT-MSCs) (tomada de Rodas et al., 2017).

Estas poblaciones contienen células tanto diferenciadas como no
diferenciadas, es decir, nichos celulares, poseen dos cualidades; la capacidad
de auto-renovarse y el potencial de diferenciarse en diferentes linajes tanto
neural como mesenquimal, con respecto a su origen.
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Las células troncales mesenquimales derivadas de la médula son capaces de
dar lugar a diversos linajes de células tales como células osteogénicas,
condrogénicas, adipogénicas, miogénicas y neurogénicas. Las células madre
derivadas del tejido dental son aisladas desde tejido especializado con
capacidades potentes de diferenciarse en células odontogénicas (Huang et
al., 2009). Sin embargo, tienen la capacidad de diferenciarse en condiciones
apropiadas en diferentes tipos de células somaticas de las tres capas
germinales. (Figura 13) (Rodas et al., 2017).

Los estudios con células troncales enfocadas al area dental han mostrado
gue el transplante subcutaneo en ratones inmunocomprometidos puede
formar estructuras que asemejan a complejos pulpa-dentina y ligamento
periodontal-cemento radicular (Shi et al., 2005) o participan en procesos de
reparacion periodontal en defectos creados en roedores (Seo et al., 2004).
Asimismo, las células madre de dientes deciduos humanos exfoliados son
capaces de estimular la nueva formacién de hueso, creando células
diferenciadas para la regeneracion del complejo dentina durante la vida del
individuo, por lo que tienen posible aplicacién en regeneracion 6sea
craneofacial (Gronthos et al., 2002; Risbud y Shapiro, 2005).

Mendoza Olvera Sindy Laura

Pagina 1 8



Marco teorico

™ |

‘7'\{ \/

.

DPSCy

Auto-renovacion

-
Proliferacién - ‘D

DIFERENCIACION

/ \

s Cementoblastos Adipocitos
Odontoblastos = Mioblastos
e Melanocitos * " Condrocitos
Células neuronales — Cardiomiocitos
€3 31
& B ,
Células
endoteliales
Ectodermo Mesodermo

Figura 13. Potencial de diferenciacion de células troncales mesenquimales. Potencial multilinaje
de células madre dentales (Tomado de Rodas et al., 2017).

Las células dentales tienen el potencial para lograr la regeneracidn de tejidos
dentarios humanos in vivo, sin embargo, no se conocen las senales
necesarias para la diferenciacién a un fenotipo celular especifico, por lo que
la investigacion actual esta encaminada a demostrar cudles son los
mecanismos moleculares involucrados en el transito de una poblacién
celular progenitora con caracteristica de célula madre a una poblacién
comprometida hacia un linaje dental o célula diferenciada (Shi et al., 2001).
Por esta razén el area dental ofrece un excelente modelo para diferenciar
hacia diversos linajes celulares y su uso como regeneracién de tejidos.
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4. Trans-diferenciacion celular

Las células troncales adultas (ASCs) son capaces de auto-renovarse vy
diferenciarse en varios tipos de células especializadas de acuerdo a su origen
(Rodas et al., 2017). Sin embargo, se ha mostrado que las células troncales
adultas poseen la capacidad de generar tipos celulares especializados,
diferentes al de su origen embrionario, entre ellas células gliales y neuronas,
sugiriendo que estas células tienen una gran plasticidad (Trans-
diferenciacion) (Beltran et al., 2005).

La trans-diferenciacion implica la conversion de una célula a otro tipo celular
de un linaje distinto, acompanada de la pérdida de marcadores especificos y
de la funcidn del tipo celular original y de la adquisicion de marcadores y
funcién de otro tipo celular (Tosh vy Slack, 2002; Wagers y Weissman, 2004)
gue ocurre con o sin la intervencidon de la divisién celular (Tosh vy Slack,
2002).

Los estudios sugieren que las ASCs tienen la capacidad de trans-diferenciarse
(Beltran et al.,, 2005) y por la activacién directa de un programa de
diferenciacion que altere la especificidad del linaje original (Wagers vy
Weissman, 2004), o a través de un proceso de pérdida de la diferenciacién
(de-diferenciacidn) de una célula de un tejido especifico a un estado mas
primitivo, seguido de la re-diferenciaciéon hacia un nuevo linaje celular (Song
y Tuan, 2004; Wagers y Weissman, 2004).

Es posible que el microambiente al que estan expuestas las células ASCs
induzca una reprogramacion genética por la exposicion a factores inductores
(Songy Tuan, 2004).

La fuente principal de ASCs es la medula ésea, pero una buena poblacion
proviene de la poblacion mesenquimal (MSC) (Jiang et al., 2002) derivada de
la cresta neural.

Se conoce que las MSCs estan constituidas por poblaciones heterogéneas y
no por poblaciones originadas a partir de clones individuales. Teniendo en
cuenta esta heterogenidad, se ha cuestionado la plasticidad de las MSCs
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(Verfaillie, 2002). Y se plantea que existen diversos tipos de ASCs en la
médula ésea, que dan origen a tipos celulares ectodérmicos, mesodeérmicos
y endodérmicos (McKinney-Feeman et al., 2002).

5. Epigenética

Las células madre mesenquimales y su alta plasticidad para el desarrollo en
linajes celulares distintos son moduladas por mecanismos epigenéticos
(Rodas et al., 2017). Tales mecanismos epigenéticos estan conformados por
modificaciones de histonas postraduccionales, metilacién del ADN y ARN no
codificante, que convergen para modular la estructura de la cromatina (la
remodelacion o remodelaje de la cromatina dependiente de ATP)
permitiendo o impidiendo el acceso de la maquinaria transcripcional a la
informacién gendmica y (Recillas y Escamilla, 2004). Por lo tanto, estos
mecanismos garantizan que las células genéticamente idénticas muestran
una gran variedad de fenotipos con funciones definidas (Van der Meulen et
al., 2014; Zhang et al. al., 2015).

La gran mayoria de los procesos bioldgicos que ocurren durante la vida de
una célula requieren de una estricta interdependencia entre procesos
genéticos y epigenéticos, para asi coordinar las acciones del genotipo con el
epigenotipo, y viceversa (Delgado, 2011).

La metilacion del ADN es fundamental para sefalar qué genes deben
encenderse o apagarse de manera definitiva en momentos especificos del
desarrollo, o para procesos como la inactivacion del cromosoma X, impronta
genética, recombinacion y mantenimiento de la estabilidad gendmica. La
modificaciéon de histonas o marcas epigenéticas ocurren en residuos
especificos del extremo amino-terminal de las histonas, o en regiones
internas de las mismas. Los mecanismos de metilacion de ADN e histonas se
interrelacionan a través del llamado “cross talk”, y potencian eventos de
represion epigenética. Un ejemplo es que ocurra metilaciéon de un promotor
determinado y alteraciones en la cromatina por acetilacidon o desacetilacidon
de histonas. La lisina se acetila en la cromatina que contiene ADN en
transcripcion activa, y se desacetila para reprimir la transcripcién. Después
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de la desacetilacion, las histonas son metiladas, lo que conduce al
reclutamiento de metiltransferasas de ADN, que metilan, provocando una
hipermetilacién del promotor y el silencio transcripcional del gen.

Las cimas y valles representadas por regiones con alta y baja concentracion
de marcas epigenéticas en el paisaje epigenético, describen las opciones que
una célula en un embrién sigue en puntos clave del desarrollo, y se dirige
hacia un punto u otro por acciéon de factores inductores embrionarios o
genes homedticos (aquellos que producen cambios en las rutas del
desarrollo 'y ocasionan defectos fenotipicos conocidos como
transformaciones homedticas (Delgado, 2011; Slack, 2002).

En la actualidad, el término epigenética se entiende como la regulacion
génica mediada por modificaciones de la estructura de la cromatina
(material genético empaquetado alrededor de proteinas) como los cambios
heredables en la expresidn genética que son independientes de la secuencia
de nucledtidos, es decir, que ocurren sin cambios en la secuencia del ADN.
Una generalizacion util es que, a mayor tamaino del genoma, mayor
complejidad tendra la regulacién epigenética (Mager y Bartolomei, 2005).

Estudios recientes sugieren que la homeostasis entre la auto-renovacion de
células madre adultas y su transiciéon a células mas especializadas esta
regulada por modificaciones epigenéticas (Deng et al., 2015; Rinaldi vy
Benitah, 2015). Cada célula madre contiene modificadores epigenéticos
Unicos como proteinas y ARNs (Metiltransferasas de ADN, proteinas
modificadoras de histonas, chaperonas intercambiadoras de histonas,
proteinas delimitadoras, complejos modificadores de la cromatina y
transcritos no codificantes) (Mager y Bartolomei, 2005), mientras que otros
modificadores se expresan de manera ubicua como la exposicion a factores
de crecimiento (Rodas et al., 2017).

Los tejidos dentales humanos, incluida la pulpa dental, el foliculo dental, el
ligamento periodontal y la médula ésea se han identificado como una fuente
prometedora de MSC que, en condiciones adecuadas, pueden diferenciarse
en multiples tipos de células, como las células neuronales, osteocitos y
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condrocitos. Estas MSC podrian usarse para tratamientos terapéuticos y esta
capacidad representa una nueva forma de reparar o regenerar los tejidos
danados, y este prometedor campo de estudio podria ayudar a resolver
algunas cuestiones no resueltas sobre la reprogramacién del destino celular
a través de la epigenética (Rodas et al., 2017).

En los ultimos afos, los mecanismos epigenéticos han sido un tema creciente
en la busqueda de la comprension de la funcidn de células madre
mesenquimales y la plasticidad celular. Sin embargo, para la regeneracién
de tipos celulares especificos de la enfermedad aun se requiere investigacion
adicional para comprender los programas de diferenciacion y el verdadero
potencial regenerativo de las células madre dentales (Rodas et al., 2017).

6. Sistema Nervioso

El sistema nervioso estd formado por un conjunto de estructuras
constituidas por tejido nervioso que controla las funciones del organismo.

El sistema nervioso se divide en dos partes: sistema nervioso central,
compuesto por el encéfalo y la médula espinal, y el sistema nervioso
periférico, formado por ganglios y nervios periféricos situados en el exterior
de la médula espinal y del encéfalo (Kandel et al., 1999).

La ontogenia del sistema nervioso depende de procesos como la
proliferacién, diferenciacion y migracion neuronal, entre otros. Las
estructurasy células nerviosas derivan del ectodermo, la notocorda induce la
formacion de la placa neural y posteriormente la placa neural se convierte en
surco y tubo neurales. Una vez que el tubo neural esta formado, las células
neuroepiteliales (CNE), futuras neuronas y glia, en la zona subventricular
migran masivamente para constituir la corteza cerebral y otras estructuras.
Las CNE, al ser células gliales, expresan multiples marcadores como BLBP,
GLAST, vimentin, tenascin, S100B, SOX10 y en primates GFAP (Flores vy
Escobar, 2011).
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6.1.1 Sistema nervioso periférico

El sistema nervioso periférico esta compuesto por los nervios craneanos,
raquideos y periféricos que conducen impulsos desde el sistema nervioso
central (nervios eferentes o motores) y hacia éste (nervios aferentes o
sensitivos), conjuntos de cuerpos neuronales fuera del sistema nervioso
central llamados ganglios y por terminaciones nerviosas especializadas
(tanto motoras como sensitivas) (Figura 14).

Sistema parasimpatico Sistema simpatico
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Figura 14. Esquema representativo del sistema nervioso (tomada de
https://www.pinterest.es/pin/458663543290625401/).

6.1.2 Células del Sistema nervioso periférico

El SNP esta formado por las neuronas y prolongaciones neuronales que se
encuentran fuera del encéfalo y de la médula espinal, mas las células gliales,
tanto las que envuelven a los axones, como la glia periférica, que forman
parte de los ganglios. La funcidn principal es conectar los estimulos que
recibe el cuerpo: externos e internos con el sistema nervioso central, y a éste
a su vez con los érganos, aparatos o sistemas del organismo, a los cuales
tienen que regular (Megias et al., 2016).
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6.1.3 Células glia

La glia es un grupo heterogéneo de células nerviosas que cumplen funciones
diversas en la fisiologia del cerebro. Con base en su morfologia, fisiologia y
localizacidn en el cerebro se identifican los tipos: microglia, oligodendroglia,
glia NG2 y astroglia (Figura 15) (Reyes-Haro et al., 2004).

La microglia representa el sistema inmunitario del cerebro. Los
oligodendrocitos producen la mielina que envuelve a los axones para
permitir una comunicacion neuronal eficiente. Los astrocitos contactan a los
vasos sanguineos y las sinapsis detectan la actividad neuronal y liberan
gliotransmisores para modular la actividad cerebral (Reyes-Haro et al., 2004).

Las neuronas tienen la habilidad de comunicarse entre si de manera rapiday
eficiente mediante sefiales eléctricas o quimicas que se traducen en forma
de potenciales de accion. Todas las células nerviosas que no producen
potenciales de accion estan agrupadas en lo que se conoce como glia (del
griego glia, “unidén o pegamento”) (Reyes-Haro et al., 2004).

Terminal presinaptica

»

e o

Neurona

postsinaptica

- Oligodendrocito

Figura 15. Células glia del sistema nervioso (tomada de Reyes-Haro et al., 2004).
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La oligodendroglia comprende a los oligodendrocitos que se ubican en el
SNC y las células de Schwann (Figura 16) que estan presentes en el SNP; que
son como los representantes de la oligodendroglia en los nervios periféricos.
El papel fundamental de este tipo de glia es facilitar la comunicacion
eléctrica entre las neuronas (Reyes-Haro et al., 2004).

a. Oligodendrocito B Célula de Schwann

Oligodendrocito
Nédulos de Ranvier

Axones
Células de Schwann

Nucleo

Lengleta
interna Axon

Figura 16. Comunicacion eléctrica. a) oligodendrocitos del sistema nervioso central y b) las
células de Schwann que estan presentes en el sistema nervioso periférico (tomada de Barrett et
al., 2017).

6.1.4 Células Schwann

En el embrién de vertebrados las células gliales de Schwann que recubren los
nervios periféricos se deriva del ectodermo temprano y la cresta neural
(Dupin, 2011).

Las células Schwann con base en su morfologia se clasifican en formadoras
de mielina que envuelven solamente axones de mas de 1 um de diametro,
células no mielinizantes que rodean multiples axones pequefos, células
satélites (Figura 17) que rodean los pericariones neuronales en los ganglios y
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agregados tubulares de células de Schwann (bandas de Bingner) en los
segmentos distales de los nervios seccionados (Terzis y Smith, 1990).

Celulas satélites 7 _.,T_ Cuerpo celular de una neurona
\
|

: / Células Schwann formando vaina de
N

> a

mielina

Fibra nerviosa

raDa 2l

- s p ,J'

Figura 17. Esquema representativo de células satélites (tomada de
https://es.slideshare.net/gustavotoledo/fundamentos-del-sistema-nervioso-y-del-tejido-nervioso-
2013).

7. Células Schwann y el nervio periférico

En los nervios periféricos, las fibras nerviosas se unen en haces. Los nervios
estan constituidos por fibras nerviosas, rodeadas de mielina o no (Figura 18),
reunidas en haces. El tejido conjuntivo de los nervios se distribuye en las
fibras nerviosas, en el interior de cada haz, luego en torno a cada haz y por
fin entre ellos para mantenerlos reunidos y constituir al nervio mismo
(Poirier, 2004).

Mendoza Olvera Sindy Laura

Pagina 2 7



a. Axones

Marco teorico

b. Vaina de mielina

Axon
Célula de
Schwann Nodulo
de
Otra célula Ranver

de Schwann

Figura 18. Fibras nerviosas: a) Reconstruccion tridimensional de una fibra nerviosa periférica
amielinica, b) Reconstruccion tridimensional de una fibra nerviosa periférica mielinica (tomada
de Poirier, 2004).

Por lo tanto, los nervios son haces de axones, cada uno de los cuales esta
envuelto por células de Schwann y por tejido conectivo. Cuando una célula
de Schwann rodea a varios axones a la vez, la fibra nerviosa se denomina
amielinica. Sin embargo, en la mayor parte de los casos, cada célula de
Schwann rodea con multiples envueltas de su membrana plasmatica a un
unico axon y forma entonces fibras nerviosas mielinicas. Cada una de las
fibras nerviosas, mielinica o amielinica, esta rodeada de una pequeia capa
de tejido conjuntivo llamado endoneuro. Grupos de fibras se agrupan en
pequefios fasciculos y se rodean de un tejido conectivo denominado
perineuro. Finalmente, una tercera capa de tejido conectivo denso, el
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epineuro, une y rodea los fasciculos para formar el nervio (Figura 19)
(Megias et al., 2016).

Célula muscular estriada Axdn
/ !
: | | Dendritas
] , . .
Rama colateral del axén Cono axonico /
] 1 ~

. . Terminacién  Célula de Schwann mielinizady \
sinaptica
. p y N\ = = LN

A 7 g )\

A

Terminaciones sindpticas de otra :

Célula de Schwann no

i ' mielinizada Pericarion (Soma o cuerpo

0 ' neuronal)

Figura 19. Esquema representativo de la unién neuromuscular. Fibra nerviosa periférica. El
nervio periférico normal con su axén, rodeado de la capa de mielina producida por las células
de Schwann (tomada de Paniagua et al., 2017).

7.1 Nervio 6ptico

El nervio éptico o segundo par craneal es el encargado de la transmision del
estimulo visual que, generado en la retina, ha de llegar a la corteza cerebral
occipital para su procedimiento sensorial. Este nervio puede verse afectado
por diferentes procesos patoldgicos. EIl mas frecuente de ellos es el
glaucoma, enfermedad relacionada con la presidn intraocular donde se
genera un dafo al nervio éptico (Figura 20) (Gutiérrez-Ortiz y Teus, 2010).
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NUCLEO DE CELULA

FRAGMENTOS DE AXON Y MIELINA

Figura 20. Dafio celular en los nervios. Mas alla del sitio del dafio (flecha) el axén y la mielina
degeneran. Sin embargo, las células de Schwann y la membrana basal sobreviven formando un
tubo continuo. El cuerpo celular experimenta muchos cambios, tales como aumento de la
sintesis de ciertas proteinas, las que pueden ser importantes para ayudar al axén a recrecer
(tomada de
http://www.creces.cl/new/index.asp?tc=3&nc=6&imat=%20%20%3E%20%2040%20%20%3E%20
%20Fot0s%20&art=253).

7.2 Posible uso en regeneracion

Las células de Schwann son células gliales derivadas de la cresta neural que
apoyan los axones de los nervios periféricos. Las lesiones de los nervios
periféricos son comunes y pueden ser debidas a neuropatias, lesion
traumatica, cirugia relacionada con el tumor o la compresion repetitiva
(Evans, 2001; Pfister etal., 2011; Griffin et al., 2014). En general, la lesion del
nervio periférico lleva a un alto costo para los sistemas de salud (Noble et al.,
1998; Rosberg et al., 2005).

Después de la lesion del nervio periférico, el muidn proximal del nervio es
capaz de regeneracién (Figura 21) y reinervacién. La reparacién quirdrgica
para la reconstruccidon del nervio implica menor anastomosis directa de
extremo a extremo (Griffin et al., 2014). En lesiones de los nervios
importantes, la reparacion del nervio requiere cerrar la brecha y la
introduccion de las células de Schwann, junto con factores de crecimiento
derivados de las células de Schwann y una matriz extracelular para guiar
axonal extension y el nervio de regeneracion (Shirosakietal., 2014).
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Los axones se regeneran a lo largo de las células de Schwann alineadas
llamadas bandas de Blingner, que forman un ambiente permisivo (Allodi et
al., 2012). En la actualidad, los autoinjertos de los nervios sensoriales se
utilizan tipicamente para reparar gran dafio nervioso periférico. Los
autoinjertos tienen varias desventajas, sin embargo, incluyendo dafio en el
nervio donante causada por la biopsia. Las células de Schwann también han
demostrado ser utiles para el tratamiento de lesiones de la médula espinal
(Bunge, 2008; Wiliams y Bunge, 2012).

FIBRA EN REGENERACION

Figura 21. Fibra nerviosa en regeneracion. El cono de crecimiento que se desarrolla en la punta
del mufidn axénico emite ramificaciones que buscan sefales que lo guien en su crecimiento.
Cuando localiza la capa de células del Schwann, el axn empieza a crecer alo largo de ella
(tomada de
http://www.creces.cl/new/index.asp?tc=3&nc=6&imat=%20%20%3E%20%2040%20%20%3E%20
%20Fot0s%20&art=253).

En lesiones de nervios importantes, la reparacion del nervio requiere cerrar
la brecha e introducir las células de Schwann, junto con factores de
crecimiento derivados de las células de Schwann y una matriz extracelular
para guiar axonal extension y el nervio de regeneracidon (Shirosaki et al.,
2014).

Dado que existen numerosas enfermedades del sistema nervioso periférico
gue involucran la falta de comunicacién en nervios danados por ausencia de
mielina, la disponibilidad de un gran numero de células de Schwann
humanas para uso autologo es indispensable.
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JUSTIFICACION

Las células Schwann se generan de la cresta neural durante el desarrollo
embrionario y son indispensables en la proteccién nervios y axones. La
obtenciéon de una poblacidn “pura” para tratar patologias del sistema
nervioso periférico es deseable dado que no se regenera, por ello es
importante obtener vias alternativas de células Schwann en el organismo

adulto.
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HIPOTESIS

Las células troncales de tejido gingival expresan marcadores de cresta neural
por lo que se diferencian a linaje glial o células Schwann.
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1.

Objetivo

OBIJETIVOS

General

Caracterizar los marcadores de cresta neural de células del tejido gingival

humano para evaluar el potencial de diferenciacion hacia linaje glial

representado por células Schwann.

2.

Particulares

Cultivar células de tejido gingival utilizando medio de cultivo que
permita su expansion in-vitro.

Inducir la diferenciacidn hacia linaje glial.

Evaluar los cambios morfolégicos de las células gingivales antes,
durante y después de su diferenciacion a células tipo Schwann.

Caracterizar marcadores de cresta neural en las células gingivales
(CD271, SSEA4).

Caracterizar células gingivales en las etapas de formacion de células
tipo Schwann con marcadores gliales tipo Schwann (NGN3, SOX9,
SOX2, S100B, SOX10, MASH, GFAP) mediante inmunocitoquimica.
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METODOLOGIA

1. Células troncales mesenquimales de tejido gingival

Se utilizaron células mesenquimales de tejido gingival colectadas de biopsias
de terceros molares de individuos sanos de edades comprendidas entre 5 y
11 afos, bajo carta de consentimiento y con la aprobacidon del Comité de
Bioética del Instituto de Investigaciones Biomédicas (UNAM).

2. Cultivo primario de células de tejido gingival

Los dientes fueron colocados en una solucion de PBS suplementada con
antibidtico y antimicético (Anti-Anti; Invitrogen 1:100 uL). Se separ¢ el tejido
gingival y se sumergié en medio OptiMEM (Gibco) suplementado con Anti-
Anti. Después de la digestion se adiciond medio OptiMEM suplementado con
suero fetal bovino (SFB) al 1%. La suspensidn se centrifugd a 1500 rpm por 7
min. El precipitado fue re-suspendido en medio de cultivo suplementado con
SFB al 1%, EGF 10 ng/mL (Peprotech), FGF 20 ng/mL (Peprotech) y Anti-anti;
cada digestion y las resiembras posteriores fueron sembradas en una caja
petri en el mismo medio y fueron mantenidas dentro de una incubadora a 37
°C con 5% de CO2. Se cambié el medio cada dos dias (48 horas). Las células
gue se adhirieron al plato se mantuvieron en las mismas condiciones y se
expandieron durante 10 dias hasta alcanzar 80% de confluencia. Las células
obtenidas se recuperaron con tratamiento de tripsina 0.4% en PBS durante 5
min. a 37 °C y centrifugadas a 1500 rpm por 15 min que fueron utilizadas
para ensayos de marcadores mesenquimales y neuronales.
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3. Cultivo de células mesenquimales de tejido gingival

Una vez que se realizd el cultivo primario de células de tejido gingival, las
células fueron sembradas en cajas petri con 3 mL de medio de cultivo y SFB al
2%. Luego de la siembra se cambié el medio de cultivo cada 48 horas hasta
alcanzar confluencia de un 70% (aprox. 2x106 células).

Las células fueron levantadas nuevamente con dispasay fueron resembradas
a una densidad de 2x105 células por caja, para ensayos de citometria de flujo
e inmunocitoquimica.

4. Purificacion de ARN

Una vez que las células se resembraron y se tuvo la densidad adecuada se
levantaron con tripsina y se centrifugd a 1,500 rpm durante 15 min. Se retird
el sobrenadante, se tomoé el pellet de células y se agregd 2 mL de Trizol, se
dividieron en dos tubos de ensayo (aprox. 1mL c/u) se esperd 5 minutos y se
agrego 200 pL de cloroformo. Se esperé 3 min y se centrifugd a temperatura
ambiente a 10,000 rpm durante 10 minutos. Se tomd 400 ul de la primera
fase y se agregd isopropanol (300 pL) esperando 10 min. Se centrifugd a -4°C
a 14,000 rpm durante 10 min, repitiendo el paso y centrifugando a 14,000
rom por 15 minutos. Se elimind el etanol y se centrifugd por 1 minuto,
eliminando por capilaridad el exceso de etanol X2. Se agregd 85 uL de agua
libre de RNA para realizar la primera cuantificacion. Posteriormente, se
agregd 10 uL de DNAse | Buffer, 10 uL de DNASE se dejé reposar 15 min a
temperatura ambiente y se agregd 10 ulL de EDTA, colocando la muestra en
el termociclador a 65° por 10 min y se volvié a cuantificar.
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5. Preparacion del medio de cultivo para diferenciacion a linaje glial

Se realizaron modificaciones del medio de cultivo basado en Sakaue (2015)
para diferenciacion hacia linaje glial tipo Scwhann. El disefio de medio de
cultivo constd de 3 fases (dia -3, dia 0, dia 3) con un pretratamiento y
exposicion a factores de crecimiento. Se utilizd un pre-tratamiento de las
células gingivales con Recombinante Humano Sonic Hedgehog (rhSHH), un
inhibidor selectivo de la enzima glucégeno sintasa quinasa 3 (CHIR99021), y
el factor de crecimiento epidérmico (EGF) durante 48 horas (dia 3 adia 1: D-3
a D-1). A partir del dia 0 (DO) las células gingivales se cultivaron con un
inhibidor de factor de crecimiento transformante beta quinasas (SB431542),
activina (ALK), acido retinoico (RA) y B-mercaptoetanol (BME) por 24 horas.
Después con suero fetal bovino (FBS) al 10% por 72 horas sustituyéndolo por
FBS al 1% en los siguientes dias. Enseguida se afiadieron al medio de cultivo
los factores FGF2, PDGF-BB, Neurogulin-1 (NRG1) y Forkolin (Figura 20). Las
células fueron cultivadas durante toda la diferenciacidon en Medio Opti-MEM,
solucidn anti-crecimiento bacteriano y acido ascoérbico. El medio de cultivo se
cambid en fresco cada 48 horas.

Dia de diferenciacion
-3 -2 -1 0 1 2 3 4 6 8 10 12 14 16

:Iri*i]'Ii{l"[I}'l'|'l'|'

rhSHH FBS (10%) FBS (1%)

CHIR BME oA
99021 s

SB431542

Figura 22. Disefo experimental para medio de cultivo en la diferenciacién glial (modificado de
Sakaue et al., 2015).
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6. Caracterizacion de las células gingivales

Por las técnicas de inmunoflorescencia y citometria de flujo mediante la
expresion de marcadores mesenquimales, neuronales y gliales.

6.1 identificacion de marcadores mesenquimales y neuronales por
citometria de flujo

El marcaje para citometria de flujo se basé en el protocolo adjunto de cada
anticuerpo. En resumen, las células fueron llevadas a suspensiéon homogénea
y se resuspendieron 5x105 células en 100 pL de buffer para citometria, el
cual consiste en PBS suplementado con EDTA 2 mM y albumina sérica bovina
(BSA) al 0.5%. Inmediatamente se adicionaron 2 uL de anticuerpo marcado,
se mezcldé suavemente por pipeteo y se incubo a 4°C durante 15 minutos.
Posteriormente se adicionaron 2 mL de buffer y se centrifugd a 1500 rpm
durante 5 minutos. Se descartd el sobrenadante y se resuspendid el
precipitado células en 500 pL de PBS suplementado con EDTA2 mMy 100 uL
de paraformaldehido al 4%. La suspension celular fue analizada
inmediatamente por citometria de flujo, todas las mediciones de células se
realizaron utilizando el Attune acoustic focusing cytometer.

6.2 Identificacion de marcadores gliales por inmunofluorescencia

Las células gingivales fueron colocadas en una caja de 96 pozos
(aproximadamente 5x103 células en cada pozo) una vez que se adhirieron a
los pozos fueron fijadas con paraformaldehido al 4% durante 20 min. se lavo
con 100 pL de PBS (3 veces) y posteriormente se permeabilizo con buffer de
permeabilizacién (Suero 5%, PBS 1X, 0.3% Triton) durante 10 min, se lavé por
tres ocasiones mas y se agrego el anticuerpo primario en PBS suplementado
con buffer para anticuerpo primario (0.1% suero, PBS 1X, 0.15% Tritdn).
Finalmente se incubd a 4°C durante la noche (aproximadamente 12 horas) y
se lavo por tres veces con PBS.
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Después de la incubacion, se diluyd el anticuerpo secundario a 1:1500 en
buffer para anticuerpo secundario (PBS 1X, 5% suero) agregando el volumen
necesario para adicionar 100 pL a cada pozo. Se incubd a temperatura
ambiente durante una hora fuera del alcance de la luz y luego se lavd tres
veces PBS. Se adicionaron 200 plL de solucion DAPI (4°,6-diamidino-2-fenil-
indol) 100 mM y se incubd a temperatura ambiente por 5 min. fuera del
alcance de la luz. La sefial de fluorescencia fue analizada utilizando un
microscopio de fluorescencia invertido (Olympus modelo IX71).
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RESULTADOS
1. Morfologia inicial

Luego de cultivar las células de tejido gingival en medio de cultivo con suero
al 2%, las células gingivales conservaron su morfologia alargada
fibroblastoide adhirierndose a las cajas petri caracteristica de mesenquimales
como se observa en la Figura 23.

Figura 23. Células fusiformes de tipo mesenquimal. Aisladas de tejido Gingival en cultivo con FBS
al 2% con morfologia fibroblastoide.

2. Electroforesis en gel. Purificacion de ARN

El andlisis reporto un grado de Cuadro 1. ARN Gingival

pureza promedio 2,086 260/280 en Muestra 1 Muestra 2

células mesenquimales de tejido 0,24 0,24 260
. 0,115 0,115 280

gingival, como se muestra en la > 085 > 088 260/280

cuadro 1 de la derecha. 191,744 192,098 ng/uL
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3. Morfologia antes y durante la diferenciacion gingival a glial

Se observo la transicidon de células gingivales a células gliales maduras a partir
de DO después del tratamiento con rhSHH, CHIR99021 y EGF las células
continuaron sin cambios conservando la morfologia alargada fibroblastoide
caracteristica de mesenquimales de las células gingivales. Después de realizar
la manipulacion de vias de sefializacion WNT y SHH, las células se cultivaron
con SB431542, ALK, RAy BME vy continuaron proliferando hasta D3. A partir
de D3 se agregaron los factores de induccién glial FGF2, PDGF-BB,
Neurogulin-1 (NRG1) y Forkolin al cultivo. Las células comenzaron a cambiar
de morfologia D5 estrellada, en D8 comenzaron a observarse prolongaciones,
D15 la morfologia continuo tipo estrellada caracteristica de células gliales
hasta D21 donde se alcanzé la maduracion.

Figura 24. Morfologia celular antes y durante la diferenciacién a linaje glial.
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4. Expresion de marcadores neurales y mesenquimales por citometria de
flujo

Se observa la expresion del marcador de cresta neural (CD271) mayor en
cultivo de células gingivales libres de FBS con 50.4% sobre 45.6% con FBS en
la Figura 25 y cuadro 2, mientras que la expresion de los marcadores
mesenquimales (CD73, CD44, CD105 y SSEA4) es mayor en porcentaje en los
cultivos de células gingivales con FBS (Figuras 26-27 y Cuadro 2) que libres de
FBS.

CD271
A 8.0M 7 B 8.0M ]
5.0M 7 —
= 1 =r
O &
] 2
o400 T Z 400
& 1 & i
@ CD271 @ ] CD27
50.4 ] : 456
2.0m 7] / 2.0M 7 3
o o
S T ATy
o 2 4 & 0 2 4 &
10 10 10 10 10 10 10 10
Comp-BL3-A BLI-A Comp-BL3-A : BL3-A
Libre de Suero FBS 1%

Marcador de cresta neural

Figura 25. Expresion del marcador de cresta neural CD271 (A) en cultivo de células gingivales
libre de FBS o en presencia de FBS (B)
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Figura 26. Expresion de marcadores mesenquimales CD73y CD44 en cultivo de células gingivales
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Figura 27. Expresidon de marcador mesenquimales CD105y SSEA4 en cultivo de células gingivales
libres de FBS (A y C) o en presenciade FBS (By D).
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Cuadro 2. Porcentaje de los marcadores en presencia y ausencia de FBS por medio de citometria

de flujo.
| Marcador Libre de suero FBS 1%
CD271 50.4 45.6
CD73 53.6 99.2
CDh44 84.6 98.9
CD105 8.37 88.6
SSEA4 85.9 69.3

* Expresadas en porcentaje (%)

5. Expresion de marcadores NGN3, SOX9, SOX2,S100B, SOX10, MASHy
GFAP mediante Inmunofluorescencia

La expresidon de los marcadores NGN3, SOX9, SOX2, S100B, SOX10, MASH y
GFAP antes (D-3), durante (DO) y después (D3) del tratamiento con CHIRR,
SHH vy EGF de la diferenciacién de las células gingivales a células gliales, en las
gue es notorio el contraste del nucleo (DAPI). Se observa la expresion de
NGN3 Y MASH a nivel nucleary SOX9, S100B, SOX 10 en citoplasma de células
gingivales antes del tratamiento, SOX2 se expresd en citoplasma justo
después del tratamiento, desapareci® NGN3 a nivel nuclear y SOX10 se
localizd ahora a nivel nuclear. Una vez agregados los factores de
diferenciacion SB431542, activina, FGF2, PDGF-BB, Neurogulin-1y Forkolin se
expreso también GFAP y SOX2 y MASH a nivel nuclear.
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Expresion de NGN3

--

Figura 26. Expresion de NGN3 durante la diferenciacion gingival a glial. Todas las células
presentan inmunofluorescencia de NGN3. A (D-3) células gingivales, B (DO0) células pretratadas
con SHH y CHIR99021. C (D3). A’B’C’ tincidn del nucleo celular. 1, 2y 3 grupos control negativos.
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Expresion de GFAP

- -
- L, .
DAPID-3 DAPI DO DAPI D3

Figura 27. Expresion de GFAP durante la diferenciacion gingival a glial. La inmunofluorescencia
de GFAP se presenta a partir de D3. A (D-3) células gingivales, B (D0) células tratadas con SHHy
CHIR99021. C (D3). A’B’C’ tincidn del nucleo celular. 1, 2y 3 grupos control negativos.
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Expresion de MASH
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Figura 28. Expresidon de MASH durante la diferenciacion gingival a glial. Todas las células
presentan inmunofluorescencia de MASH, A y C situdndose en nlcleo celular. A (D-3) células
gingivales, B (DO) células tratadas con SHHy CHIR99021. C (D3). A’B’C’ tincion del nucleo
celular. 1, 2 y 3 grupos control negativos.
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Expresion de S100B
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Figura 29. Expresion de S100B durante la diferenciacion gingival a glial. Todas las células
presentan inmunofluorescencia de N3. A (D-3) células gingivales, B (D0) células tratadas con SHHy
CHIR99021. C (D3). A’B’C’ tincion del nucleo celular. 1, 2y 3 grupos control negativos.
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Expresion de SOX2

- -
2
DAPID-3 DAPI DO DAPI D3

Figura 30. Expresion de SOX 2 durante la diferenciacion Gingival a Glial. A (D-3) células
gingivales, B (DO) células tratadas con SHHy CHIR99021. C (D3). A’B’C’ tincidn del nticleo
celular. 1, 2 y 3 grupos control negativos.
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Resultados

Expresion de SOX9

Fl

SOX 9 D0

"/ DAPID-3 DAPI DO DAPID3

Figura 31. Expresion de SOX 9 durante la diferenciacién gingival aglial. A (D-3) células Gingivales,
B (DO) células tratadas con SHH y CHIR99021. C (D3). A’B’C’ tincion del nucleo celular. 1,2y 3
grupos control negativos.
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Resultados

Expresion de SOX10

- -
DAPI DO DAPID3

Figura 32. Expresion de SOX 10 durante la diferenciacion gingival a glial. A (D-3) células
gingivales, B (D0) células tratadas con SHHy CHIR99021. C (D3). A’B’C’ tincidn del ntcleo
celular. 1, 2 y 3 son grupos control negativos.
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Resultados

Cuadro 3. Expresion de marcadores por medio de inmunoflorescencia.

Marcador Dia -3 Dia O Dia 3
NGN3 + + +
SOX9 + + +
SOX2  mmmmemmmmeeee- + +
S1008B + + +
SOX10 + +
MASH + +
GFAP  mmmmmmmmemeee mmmmemeeeeee +

*(+) positivo

*(-) negativo

Cuadro 4. Sitio de expresion de marcadores analizados por Inmunoflourescencia

| Marcador Dia -3 Dia 0 Dia 3
NGN3 C,N C C
SOX9 C C C
SOX2  eeeeeeeeeee C C,N
S1008 C C C
SOX10 C C,N C,N
MASH C,N C C,N
e — C

*C=citoplasma

*N=Nucleo
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Andlisis de resultados

ANALISIS DE RESULTADOS

Los tejidos dentales humanos son fuentes de células madre multipotentes de
origen de cresta neural cuyo potencial regenerativo es un foco de amplios
estudios. El medio de expansion que contenia un 2% de FBS permitié obtener
una poblacion GMSC epitelial/mesenquimal que muestra una gran
proliferacién, capacidad de diferenciacion clonogénica y de multiples linajes.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que los requisitos
especificos de las células de la cresta neural, la sefalizacion WNT activa y
TGF, son necesarios para la actividad de los caracteres de la cresta neural en
las células gingivales para diferenciarse a tipo glial, lo cual se ve expresado en
el cambio de morfologia celular durante el tratamiento y hasta la
maduracion, iniciando con la morfologia epitelial/mesenquimal
fibroblastoide de células mesenquimales a morfologia estrellada tipica de
células gliales.

Al utilizar suero durante el cultivo de células, hay una mayor expresion de
marcadores mesenquimales, lo que nos dice que con presencia de suero
eleva la probabilidad de diferenciacién a linaje mesenquimal. En contraste,
utilizando un medio de cultivo libre de suero la expresion de marcadores
durante el cultivo de células gingivales (expansion) es mejor en cuanto
porcentaje para tomar el linaje neural.

La concentracidn de suero bovino fetal (FBS) usada en las células gingivales
de entre el 10% y el 2% en el medio de cultivo para la diferenciacién y
expansion (Gazarian y Ramirez-Garcia, 2017) no impidid la toma de linaje
neural sobre el mesenquimal mediante un tratamiento de neuroinduccidn,
gue consiste en EGF y bFGF, el cual induce una célula de tipo neural (Fortino
et al., 2014) lo que permite la diferenciacion de un subconjunto de células
gliales y la expresion de un gen clave para la toma de destino a linaje glial,
SOX10, mediante la manipulacion de WNT por con un tratamiento de forma
transitoria con SHH y CHIR99021 y exposicién de las células a factores de
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crecimiento. El SOX10 desempefa un papel central en la toma de Schwann
destino celular y la diferenciacion (Kelsh, 2006).

SOX10 también estda implicado en la regulacion de la expresion de las
proteinas de la mielina PO y MBP y es de origen nuclear in vivo en los nervios
maduros y en muiones distales después de transeccion del nervio (Reiprich
et al., 2010).

La diferenciacion de células de Schwann se observé con la presencia continua
de SB431542 (inhibidor selectivo y potente de ALK4,5y 7 (ACVR1B, TGFBR1 y
ACVR1C) (Sakaue, 2015). La inclusidn de SB431542 también fue necesaria
para guiar células madre lejos del linaje de células neuronales, para inhibir la
apoptosis relacionada con el TGF temprano en la diferenciacion de células de
Schwann y para evitar la inhibicion de la SOX10 y la expresion de la proteina
de mielina PO por la sefalizaciéon de TGF (Morgan et al., 1994; Jessen vy
Mirsky, 2005; Kelsh, 2006).

La expresion de SOX10 localizado a nivel nuclear en el DO con el tratamiento
con CHIRR99021, SHH y EGF hace propicio la toma de linaje glial, indicada por
la aparicion de MASH y posteriormente con los factores de diferenciacidon
SB431542, activina, FGF2, PDGF-BB, Neurogulin-1 y Forkolin se expresaron
GFAP, S100B y SOX2 marcadores de células gliales tipo Scwhann.

El fenotipo observado y la inestabilidad de la expresidn génica refleja la
plasticidad y el potencial del linaje derivado de la cresta neural (GMSC) en las
células Schwann. La identificacién futura de los factores que inducen EMT y
MET permitira emplearlos para modular genes de identidad de cresta neural
y evaluar su papel en aplicaciones regenerativas de células dentales.
(Gazarian y Ramirez-Garcia, 2017)
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Conclusiones

CONCLUSIONES

P El cultivo de células gingivales en medio con FBS activa los
marcadores mesenquimales CD73, CD105, CD90 y no expresa
marcadores de cresta neural.

» La inhibicion de TGFb y activacién de la ruta WNT con inhibidor de
GSK3 y en presencia de SHH y factores de crecimiento FGF2 en el
medio de cultivo sin suero activa la expresiéon de marcadores de
cresta neural CD271 y SOX10 en las células gingivales.

P Se obtuvo una poblacién de células con marcadores gliales tipo
Schwann a partir de células gingivales.
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Anexo

ANEXO 1. PROTOCOLOS

PURIFICACION DE ARN

El aislamiento de ADN a partir de cualquier muestra bioldgica se realiza a
partir de un extracto en el que se solubiliza y del que posteriormente se
eliminan todo tipo de moléculas bioldgicas acompanantes, glucidos, lipidos y
proteinas al eliminarlas forzando su desnaturalizacion y por medio de
incubaciones con proteasas para que se degraden a péptidos y aminoacidos
libres que serdn facilmente eliminados con posterioridad. Las etapas finales
de la purificacién siempre se basan en la precipitacion del ADN, lo que se
consigue facilmente con disoluciones alcohdlicas en presencia de sales que
produzcan una fuerza idnica adecuada.

Extraccion y cuantificacion de ARN

Tomar el pellet de células

Agregar 2 ml de Trizol

Dividir en 2 tubos (1mL cada uno)
Esperar 5 minutos

Agregar 200ul de cloroformoy vortexear
Esperar 3 min

Centrifugar a 10,000 rpm 10 minutos
Tomar 400ul de la primera fase

. Agregarisopropanol (300 ulL) y agitar
10.Esperar 10 min

11.Centrifugar a -4 a 14,000 rpom durante 10 min

© O N U A WDN PR

12.Repetir el paso

13.Centrifugar a 14,000 rpm 15 minutos

14.Eliminar el etanol

15.Centrifugar por 1 minuto

16.Eliminar con una puntay por capilaridad el exceso de etanol X2
17. Agregar 85 pl de Agua libre de RNA

18.Cuantificar
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19.Agregar 10 uL de DNAse | Buffer
20.Agregar 10 puL de DNASE

21.Reposar 15 min Temp Ambiente
22.Agregar 10 uL de EDTA

23.Colocar en el termociclador a 65° 10 min
24 Volver a cuantificar.
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PROTOCOLOS
DIFERENCIACION GLIAL

Medio de cultivo (dia -3) pretratamiento
e OptiMEM (6mL)

. rhSHH 500 ng/mL —5,000x

. CHIR99021 500nM

. EGF 100 ng/mL

. Anti-Anti 500 pl/50mL

o Ac. Asc 42 pl/50mL

Medio de cultivo (dia 0)

e  OptiMEM

. FBS 10%

o BME 1mM

o S$SB931542 10 uM

. Anti-Anti 500 pl/50mL
. Ac. Asc 42 pl/50mL

Medio de cultivo (dialy 2)
e  OptiMEM 10%

e  SB431542 10 uM

. RA 35ng/mL

. Anti-Anti 500 pl/50mL
o Ac.asc 42 pl /50mL

Medio de cultivo (dia 3)

e  OptiMEM

. FBS 1% 60 plL

. rhFGF2 10 ng/mL

. rhPDGF-BB 5 ng/mL
. Forskolin 5 uM

. rhNRG1 200 ng/mL
. RA 35ng/mL

. Anti-Anti 500 pl/mL
. Ac. Asc 42 pl /50mL
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PROTOCOLOS
CITOMETRIA DE FLUJO

La Citometria de flujo se basa en medir caracteristicas de cada elemento
particulado en suspension (principalmente celular), cuando se le incide un
rayo de luz. La técnica necesita de un equipamiento sofisticado y
relativamente complejo que combina un sistema luminico (rayo de luz de
tipo laser y combinacion de espejos, filtros y cristales que llevan la seiial
luminosa hasta receptores fotomultiplicadores), un sistema fluidico (las
células en suspension e individualizadas, es decir, sin que se agrupen, se
llevan por un circuito liquido a una camara de flujo en la que se define un
flujo laminar por el que una célula se sitla de manera precisa y estable frente
al rayo luminico) y un sistema electrdnico/informatico (recoge, maneja y
permite representar y cuantificar todos los parametros recogidos) para la
evaluacidn de los distintos parametros luminicos (Otero y Gonzalez-Navarro,
2014).

Los pardmetros que tipicamente se miden de forma simultdnea por cada
célula son:

1. Dispersion frontal de la luz a 22 (forward scatter), valor proporcional al
tamano celular.

2. Dispersion de la luz ortogonal (side scatter), proporcional a la cantidad de
estructuras granulares o complejidad de la célula.

3. Intensidades de fluorescencia a diferentes longitudes de onda.
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Preparacion para citometria de flujo

Levantar células con triple express

Centrifugar

Eliminar el exceso

Ajustara 1lmL con PBS 1X

Realizar el conteo en la camara de Neubauer

Volver a centrifugar

Eliminar el exceso

Agregar 500 pL de paraformaldehido al 4% por 15 min para fijar
. Agregar5 mL de PBS 1X

10.Centrifugar para lavar

© O N U A WDN R

11.Eliminar el exceso

12.Agregar 750 pL PBS + BSA 0.5Xy pipetear
13.Repartir en tubos de 100 pL

14.Etiquetar los tubos y control

15.Tomar tubos y agregar 100 ul de PBS + BSAy 2 uL de anticuerpo
16.Colocar 50 pL de ARN

17.Anticuerpo + PBS BSA en los tubos con células
18. Incubar 20 min

19.Agregar PBS 1X+ BSA 0.1 % 1mL

20.500ul de PBS +BSA + PE, FITCAPC (2 uL) en tubos
21.Colocar muestras en hielera con tapa

22 Realizar la lectura
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PROTOCOLOS
INMUNOFLOURESCENCIA

La inmunofluorescencia es un conjunto de técnicas en donde se emplean
anticuerpos para detectar y localizar, antigenos especificos en células y/o
tejidos por medio de la propiedad de una sustancia de emitir luz cuando es
expuesta a radiaciones de baja longitud de onda y alta energia
(Fluorescencia). Las radiaciones absorbidas (invisibles al o0jo), son
transformadas en luz visible, o sea de unalongitud de onda mayor a la
incidente. La absorci 6n de luz por parte de la molécula de fluorocromo la
cual eleva a un estado de exitacion en el que contiene mayor energia, la
molécula permanece en el estado de exitacion por un periodo de tiempo
muy corto. La flourescencia se produce por el retorno a un nivel de energia
menor el cual es acompafiado por emision de luz.

La expresion de proteinas de una célula es dinamica. Esto depende de los
estimulos que reciban, los requerimientos energéticos y como ésta interprete
los mismos manifestara cambios en la expresion y distribucidon de las
proteinas de su repertorio genético. Los anticuerpos son proteinas que
tienen la capacidad reconocer especificamente y unirse con alta afinidad a
otras moléculas (antigenos). La molécula que es reconocida por los
anticuerpos se denomina antigeno. Cada antigeno tiene al menos un epitope
0 region reconocida por un anticuerpo. El antigeno es reconocido por la
region variable del anticuerpo parte del antigeno reconocida se denomina
epitope. Cada antigeno suele presentar varios determinantes antigénicos o
epitopes
(http://www.iib.unsam.edu.ar/archivos/docencia/licenciatura/biotecnologia/
2017/BioCel/1504124326.pdf).
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Anexo

(Tomado de https://www.researchgate.net/figure/Fundamento-de-la-inmunofluorescencia-

Tecnica-de-marcaje-indirecto-para-in_fig3 301342809).

Preparacion para inmunoflourescencia

NouswDNPR

Levantar las células con TriPLE express o Tripsina
Centrifugar

Tomar el pellet y ajustarloa 1mL

Realizar el conteo de células en la cdmara de Neubawer
Ajustar a 50,000 células en cada pozo (placa de 96 pozos)
Anadir Medio de cultivo para expansion

Esperar a que se adhieran a la placa
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Anexo

Fijacion

Eliminar el medio de cultivo de los pozos

Hacer 2 lavados con 100 pL de PBS 1X

Agregar 100 pL de formaldehido al 4% a cada pozo
Retirar el paraformaldehido al 4%

. Colocar 100 pLde PBS 1X

v A W DN B

Permeabilizacion

1) Preparar el buffer de permeabilizacion (Suero 5%, PBS 1X, 0.3% Triton)
2) Retirar el PBS de los pozos

3) Agregar 100 pL de buffer de permeabilizacién

4) Incubar atemperatura ambiente por 1 hora

Anticuerpo primario

1) Preparar el buffer para anticuerpo primario (0.1% suero, PBS 1X,
0.15% Triton)

2) Colocar 250 ul del buffer en tubos de 600 uL

3) Agregar el anticuerpo primario 0.5 ulL al buffer

4) Pipetear

5) Colocar 100 pL en cada pozo correspondiente

6) Dejar pozos de control

7) Sellar con papel parafilm

8) Incubartodala nochea 4°C

9) Cambiar a PBS 1X
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Anticuerpo secundario

1) Preparar el buffer para anticuerpo secundario (PBS 1X, 5% suero)
2) Proporcion con el anticuerpo 1:1500

3) Colocar en los pozos correspondientes al anticuerpo primario

4) Incubar 1 hora a temperatura ambiente

5) Lavar 2 veces con PBS 1X

6) Dejar en PBS

7) Observar al microscopio

Observacion al microscopio de fluorescencia

1) Lavar dos veces con PBS 1X cada pozo
2) Anadir 100 pL de colorante paratincidon nuclear
3) Observar al microscopio de fluorescencia
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ANEXO 2. ANTICUERPOS UTILIZADOS

Anexo 2

Cuadro 5. Anticuerpos utilizados en la deteccion de NGN3, GFAP, MASH, S100B, SOX2, SOX9y

SOX10.
Primario Secundario Dilucién
Neurogenina 3 Rabbit 1:1250
GFAP Rabbit 1:1250
MASH Rabbit 1:1250
$100B Mouse 1:1500
SOX 2 Mouse 1:1500
SOX9 Mouse 1:1500
SOX 10 Rabbit 1:1250

» Anticuerposecundario

» Mouse Alexaflour488 Donkey anti-Mouse

» Alexaflour546 goat anti-Rabbit IgG
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