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Del inglés Adenosine Triphosphat. (Adenosin Trifosfato).

Del inglés, Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells (Células
Troncales de Medula Osea).

CENATRA Centro Nacional de Trasplantes.de México

D-PLSCs

DPSCs

ESC

GMSCs

hDPSCs

hESC

HLA

iPSCs

IT
Kb.
Ki-67
L&D

Del inglés, Deciduos Periodontal Ligament Stem Cells. (Células
Troncales de Ligamento Periodontal de Dientes Deciduos).

Del inglés, Dental Pulp Stem Cells (Células Troncales de Pulpa
Dental).

Del inglés, Embryonic Stem Cells. (Células Troncales

Embrionarias).

Del inglés, Gingival-Derived Mesenchymal Stem Cells. (Células
Troncales de Mucosa).
Del inglés, Human Dental Pulp Stem Cells (Células Troncales de
Pulpa Dental Humano).

Del inglés, Human Embrionic Stem Cells, (Células embrionarias

Humanas

Del inglés, Human Leukocyte Antigen, (Antigeno Leucocitario

Humano)

Del inglés, Induced Pluripotent Stem Cells. (Células Troncales

Pluripotentes Inducidas).
Ingenieria Tisular.

Kilobyte, equivale a 10° (mil) bytes
Kit de proliferacion

Del inglés, Live and Dead (Vida y Muerte), ensayo de viabilidad

celular.
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Min.

MSC

MTT
nmoles.

PDLSCs

PFPCs

pmoles.

Rizélisis

Rpm.

SCAPs

SHEDs

SSEA-3

SSEA-4

Stem Cells

Stemness

TEM
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Del inglés, Magnetic-Activated Cell Sorting. (Clasificacion de

Células Activadas Magnéticamente).
Minuto.

Del inglés, Mesenchymal Stem Cells (Células Troncales
Mesénquimales).
Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol

Nanomol equivale a 107 moles.

Del inglés, Periodontal Ligament Stem Cells. (Células Troncales de
Ligamento Periodontal).

Del inglés, Dental Follicle Stem Cells (Células Troncales de Foliculo
Dental).

Picomol equivale a 107"* moles.

Proceso fisioldgico de destruccion o reabsorcion de las raices de los

dientes temporales, durante la erupcion de los dientes definitivos .
Revoluciones por minuto.

Del inglés, Stem Cells of the Apical Papilla (Células Troncales de
Papila Apical).

Del inglés, Stem Cells from Human Exfoliated Deciduous Teet.
(Células Troncales de Dientes Deciduos Exfoliados).

Del inglés, Stage- Specific Embryonic Antigen -3 (Antigeno
Embrionario Especifico de la Etapa 3).

Del inglés, Stage- Specific Embryonic Antigen -4 (Antigeno
Embrionario Especifico de la Etapa 4).

Células madre, células troncale. células mesenquimales.

Caracteristica esencial de una célula troncal que lo distingue de

las células especializadas.

Microscopio Electronico de Transmision.


https://en.wiktionary.org/wiki/cell
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Resumen

En actualidad existen varias técnicas para evaluar el estado de “stemness” de las células
troncales, incluida la expresién de marcadores de superficie celular y la actividad de la
telomerasa, por ofro lado, la distribucién y las funciones de las mitocondrias en las células
froncales no se han examinado en su totalidad, los informes indican que un papel clave de
las mitocondrias en las células froncales embrionarias, es su desplazamiento en el ovocito
durante la fertilizacién para agruparse alrededor de los pronuUcleos y permaneciendo en un
patrén perinuclear durante el desarrollo del embridn. Se ha informado que el agrupamiento
perinuclear mitocondrial persiste a través del desarrollo embrionario en las células tfroncales
embrionarias, y dicha localizacion es indicativa de pluripotencialidad y/o stemnnes en
las células troncales. Se ha mencionado que los cambios morfolégicos, metabdlicos y de
ubicacién, podrian usarse como indicadores de "stemness'. En esta tesis se planted como
objetivo general identificar y tefir las mitocondrias en células tfroncales de pulpa dental de
terceros molares y de dientes deciduos exfoliados con MitoTracker Dee Red Fm para su
posible uso en la Ingenieria Tisular.

Palabras clave: Mitocondrias, Células troncales, DPSCs, SHEDs, Ingenieria Tisular.
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INTRODUCCION

Cada ano, millones de personas sufren la pérdida de tejidos u érganos por diversas
causas, externas o internas (accidentes, lesiones patolégicas propias de
enfermedades congénitas, enfermedades autoinmunes, cdncer, fallo de érganos
en fase terminal etc.). Los tratamientos actuales se basan en el uso de protesis,
trasplante de érganos y la aplicacion de injertos. Aunque estas terapias han
salvado y mejorado innumerables vidas, siguen siendo soluciones insatisfactorias. El
trasplante estd severamente limitado por una escasez critica de donantes, esto
empeora cada ano mientras que la lista de espera de un érgano va en aumento,
la reconstruccién quirlrgica puede dar lugar a problemas a largo plazo; los
dispositivos mecdnicos no pueden realizar todas las funciones de un solo érgano vy,
por lo tanto, no se puede evitar el deterioro progresivo del paciente. La Ingenieria
tisular (IT) nace como respuesta a los problemas que presentan las terapias de
reparacion y la regeneracion de tejidos que se utilizan actualmente. La IT es un
campo interdisciplinario que aplica los principios de la ciencia y de la ingenieria
para el desarrollo de sustitutos bioldgicos con el objetivo de restaurar, mantener o
mejorar la funcién del tejido u drgano en combinacién conla triada de la ingeniera
tisular, la cual involucra andamios (scaffolds), factores de crecimiento, y células y/o
células troncales. Las células troncales, células madre o stem cells, son un grupo de
células Unicas, no especializadas, con capacidad de proliferacion y con el
potencial para numerosas aplicaciones biomédicas. Los investigadores deben
cerciorarse que la expresion de los marcadores de troncalidad en las stem cells sea

estable durante periodos prolongados en el cultivo celular, con el fin de verificar
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que el estado de troncalidad (stemness) no se ha perdido. En la actualidad se han
propuesto diversos biomarcadores como el consumo de ATP, produccion de
lactato entre otros para determinar el estado de stemness de las células troncales

incluyendo a las mitocondrias y su posible localizacion perinuclear.
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MARCO TEORICO

INGENIERIA TISULAR

Antecedentes historicos

La regeneracion arfificial de tejidos, érganos o incluso organismos vivos mdas

complejos fue a lo largo de la historia de la humanidad.

La ingenieria tisular y la medicina regenerativa, son términos para el campo de la
biomedicina que tienen que ver con la transformacion de estas ideas en los
enfoques clinicos, para crear organismos mds complejos a partir de piezas mds

simples.

Cada ano, millones de personas sufren pérdida de tejidos u érganos por diversas
causas externas o internas (accidentes, lesiones patoldgicas propias de
enfermedades congénitas, enfermedades autoinmunes, cdncer, fallo de érganos

en fase terminal etc.).

Los tratamientos vigentes se basan en el uso de proétesis, frasplante de érganos,
aplicacién de injertos, reconstruccion tisular con dispositivos mecdanicos o por via
quirdrgica, con grandes ventajas y desventajas, por ejemplo; la reconstruccion
quirlrgica puede dar lugar a problemas a largo plazo, los dispositivos mecdanicos
no pueden realizar todas las funciones de un solo érgano y por lo tanto no se puede

evitar el deterioro progresivo del paciente.

Aunque estas terapias han salvado y mejorado innumerables vidas, siguen siendo
soluciones insatisfactorias, el trasplante estd severamente limitado por una escasez
de donantes criticos, empeorando cada ano. La lista de espera de un érgano va

en aumento de acuerdo a los datos publicados por CENATRA [Tabla 1].
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No. Personas en espera No. Personas en espera Organo
ANO 2017 ANO 2018
13,928 15,350 Trasplante de Rifién
7,332 6,817 Trasplante de Cérnea
369 392 Trasplante de Higado
45 49 Trasplante de Corazén
12 15 Trasplante de Pancreas
1 2 Trasplante de Pulmén
9 8 Otros
21,695 22,633 Total

Tabla 1: Estadistica de personas en espera de trasplante de érganos. CENATRA.
(Centro Nacional de Trasplantes) 2019.

Triada de la Ingenieria Tisular

La IT nace como respuesta a los problemas que presentan las terapias de
reparacion y regeneracion de tejidos u organos utilizadas actualmente (S.

Levenberg, Ry Langer 2004).

La IT es un campo inferdisciplinario que aplica los principios de la ciencia y de la
ingenieria, para el desarrollo de sustitutos bioldgicos con el objetivo de restaurar,
mantener o mejorar la funcidon del tejido, en combinacion con la triada de la
ingeniera tisular (Bonassar, L. J., y Vacanti, C. 1998). La cual involucra una matriz
tridimensional (andamios o scaffolds), factores o senales de crecimiento y células
diferenciadas y/o troncales/madre [Fig. 1], estando en un ambiente fisico-quimico

apropiado que permita el crecimiento y la regeneracion del tejido u érgano.
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Fcatores de

Células Andamios .
crecimiento

Figura 1: Triada de la ingeniera tisular (Bonassar, L. J., y Vacanti, C. ,1998).

La ingenieria tisular requiere de una fuente de células capaces de diferenciarse en
el tejido necesario aregenerar. Por lo tanto, las células troncales con su capacidad
de auto-renovacion, proliferacién y diferenciacion a mdultiples lingjes, crea una
fuente de célula ideal para este tipo de reparacion y/o sustitucion de tejidos (B.

Barrilleaux, et al. 2006).

Células troncales, Células madre o “Stem Cells”

En 1878 Friedenstein y su equipo de frabajo, fueron los primeros en aislar con éxito
las células troncales mesenquimales de medula 6sea (BMMSCs, Bone Marrow
Mesenchymal, Stem Cells) y fueron descritas como células fibrobldsticas,

formadoras de colonias.

Segun Ramalho M. y Willenbring H, el término “stem cell” fue intfroducido en la
literatura cientifica por el Bidlogo alemdn Ernst Haeckel en 1868, quien empled el
término “Stammzellen” (células troncales), para describir a un organismo unicelular,
del cual se originaban todos los organismos multicelulares, e igualmente para definir
el huevo fertilizado que da origen a todas las células del organismo. Lo representé
por medio de un drbol filogenético que simboliza la evolucidn que tienen los
organismos por ser descendientes de ancestros comunes, nombrdndolo

“StammbaUlme” (Higuera G. 2016).
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El término “Stem Cells” fue utilizado en 1892 por Theodor Boveri, para denominar un
estadio intermedio entre el huevo fertilizado y las células germinales y por Valentin
H&ecker para definir una gran célula precursora que por division asimétrica
originaba células mesodérmicas y células germinales. En 1990, Potten y Loeffler les
dieron un nuevo concepto a las células troncales como: “Células indiferenciadas
capaces de proliferar, con autosuficiencia, y con capacidad de produccion de un
gran numero de progenies indiferenciadas y funcionales”. Posteriormente, en el
ano 1909 el concepto de las células troncales, se infrodujo como una fuente de

células de ofros tipos celulares.

La denominaciéon mas popular es: “CELULAS MADRE MESENQUIMALES”, (MSCs ,por
sus siglas en inglés, Mesenchymal Stem Cells), es un término acunado por Caplan
en 1991.

En el siglo XX se iniciaron los primeros avances en el campo de las células troncales con la
fecundacion in vitro. Edwards en 1969 postuld su posible aplicaciéon clinica y cientifica (M H
Johnson, 2011).

DEFINICION

Las células troncales se definen como un grupo de células Unicas, no especializadas con capacidad de
proliferacion y con potencial de diferenciacion en uno o mas tipos celulares (Bianco P. 2014).

AN J

s N

CAPACIDAD DE PROLIFERACION

Se especifica como la facultad que tiene una célula para dividirse y asi dar
lugar a células idénticas, manteniendo sus mismas caracteristicas fenotipicas y
asi conservar una poblacion de células troncales.

James Edgar Till y Ernest McCulloch, doctores canadienses, fueron los primeros en
describir la existencia de células auto-renovables en médula ésea de ratén en

1963

CAPACIDAD DE DIFERENCIACION

Es la capacidad que tiene una célula para especializarse en otro(s) tipo(s)
celular(es).
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Criterios de la Sociedad de Terapia Celular para la identificacion de células troncales.

De acuerdo ala Sociedad Internacional de la Terapia Celular en el 2006, Dominicci,
establecio tres criterios minimos para identificar a las células troncales. [Tabla 2]
1. Adhesion al pldstico. (Las MSCs deben de ser adherentes al pldstico en
condiciones de cultivo estandar).
2. Expresion especifica del antigeno de superficie (Ag). El 95% de la poblacion
de las MSCs debe expresar los siguientes marcadores de superficie: CD105,
CD73 y CD90. Ademds, estas células deben carecer de expresion de CD45,
CD34, CD14, CD79a o ser positivo del 2-5% de la poblacion.
3. Potencial de diferenciacion multipotente, (condrogénico, adipogénico,

ontogénico), bajo condiciones estandar de diferenciacion in vitro.

1) Adherencia al plastico en condiciones de cultivo estandar

2) Fenotipo Positivo (> 95% +) Negativo <2% +)
CD105 CD34

CD73 CD45

CD90 CD14 6 CD11b

CD79a 0 CD19

HLA-DR

3) Diferenciacidn in vitro: Osteoblastos, adipocitos,
condroblastos.

Tabla 2: Resumen de criterios para identificar las MSCs.
Fuente: Minimal criteria for defining multipotent mesenchymal stromal cells. The
international society for cellular therapy position statement. Dominicci M.et al., 2006.
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"'Stemness"

Todos los tejidos y érganos del cuerpo se organizan en torno a sus funciones
celulares y microambientes donde las células troncales tienen un papel clave para
la homeostasis ftisular, a fravés de la division celular, proporcionando el
mantenimiento de las funciones orgdnicas y la sustitucion de células muertas, al
mismo tiempo las células troncales son capaces de auto-renovacion con el fin de
regular su numero, tanto en condiciones fisiologicas como patoldgicas, con un
grado de potencial para diferenciarse en multiples tipos de progenie
especializada. Tales capacidades comprenden el término 'stemness' o

froncalidad.

“Stemness, combina la capacidad que tiene una célula para conservar su
condicion de troncalidad, permitiendo su diferenciacion a otros tipos celulares,
manteniendo un equilibrio entre la quiescencia, la proliferaciéon y la

regeneracion.” (Aponte PMy Caicedo A, 2017.)

Clasificacion de las células troncales

Durante el desarrollo humano, desde la embriogénesis hasta el estado adulto, se
originan células froncales, que por convencion se ubican en diferentes categorias
[Fig. 2].

) De acuerdo al estado de desarrollo del tejido del cual se originan.

(Embrionarias o adultas).

) De acuerdo a su potencialidad: Es la capacidad que tienen para
diferenciarse en otros tipos celulares. (Totipotentes, pluripotentes, multipotentes y

unipotentes).



Universidad Nacional Auténoma de México | A
Facultad de Estudios Superiores Iztacala ' #4%

iPSCs
Pluripotentes
Células
Embrionarias Adultas Totipotentes
Troncales
Multipotentes
1) Segtin su origen 11} Seguin su potencialidad

Figura 2: Clasificacién de células troncales, segun su origen y segun su capacidad
de potencialidad

Clasificacion de las celulas troncales segun su origen

Segun su origen las células troncales pueden ser, células embrionarias o adultas.

e Células Troncales embrionarias
Las células embrionarias (Embryonic Stem Cell, ES)
La fuente de obtencién por excelencia es el zigoto, producido por la fecundacién
del 6vulo por un espermatozoide, dichas células dan origen a los tfres lineas
celulares del cuerpo: endodermo, mesodermo y ectodermo (Kobling M y Estrov Z..
2003), involucrando tejidos extraemlbrionarios, como corddn umbilical y placenta’.
Los marcadores especificos de las células froncales embrionarias son: ssea-3, ssea-

4, oct-4 y nanog, se les denomina marcadores de pluripotencia.

1 James Thomson, fué el primero en obtener células madre embrionarias humanas en el afio 2006.
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e Células froncales adultas
Son células indiferenciadas, que pueden renovarse constantemente y dar origen a
células especializadas, dichas células residen en casi fodos los tejidos del cuerpo
humano. El tejido considerado como la mayor fuente de células troncales adultas

es la medula Osea.

e iPSC
Son células troncales pluripotentes inducidas por el hombre (iPSCs por sus siglas en
inglés induced pluripotent stem cells), representan una plataforma in vitro, ideal
para el estudio in vitro e in vivo, dejando a un lado las dificultades éticas o
inmunoldgicas, que proveen las células embrionarias por naturaleza.
Las iPSCs se generan a través de la reprogramacién genética de células somdticas
adultas a embrionarias, presentando propiedades morfoldgicas a las ESC, con
capacidad de proliferacion y diferenciacion a todos los tipos celulares. El método
de induccidon de estas células fue descrito por primera vez por In-Hyun-Park et al.,
en el 2008.

Clasificacion segun su potencialidad

e Células Troncales Totipotentes (Tofi, del latin totus "totalmente”)
Son aquellas células que tienen el potencial genético para formar un ser completo,
incluyendo los tejidos extra-embrionarios (placenta y/o corddn umbilical), con la
capacidad de especializarse en cualquiera de las fres capas embrionarias. Diversos

autores consideran que la Unica célula totipotente es el zigoto (Sell S, 2004).

e Células Pluripotentes (del latin plurimus, "muchos")
Tienen la capacidad de diferenciarse en cualquier tipo de célula de las tres capas

embrionarias, sin formar un organismo completo (Mitalipov Sy Wolf D, 2009).
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e Células troncales Multipotentes
Son aqguellas células que sélo pueden generar células de su propia capa
embrionaria de origen. Estas células tienen el potencial de dar lugar a multiples
linajes celulares, que constituyen la linea germinal de la cual derivan.
En este grupo de células, se incluyen células progenitoras, tales como: células
troncales hematopoyéticas (hemotopoietic stem cells, HSCs) y mesenquimales
(Mesenchymal Stem Cells, MSCs), derivadas del mesodermo y son responsables de

dar origen a los distintos tipos de células como miocitos, adipocitos u osteocitos.

Células troncales mesenquimales

Las MSCs son células multipotentes capaces de dar origen a células derivadas del
mesodermo. Caplan Al y Pittenger MF en 1991 y 1999, demostraron que las MSCs
tienen propiedades osteogénicas, condrogénicas y adipogénicas.

En la actualidad se sabe que el mayor reservorio de células troncales
mesénquimales se encuentra en el estroma de médula ésea (Friedenstein AJ et al.
1978), también se han obtenido de periostio, muUsculo, pulpa dental (Gronthos S et
al. 2000), ligamento periodontal, (Seo BM y Miura M. 2004) membrana sinovial (De
Bari C et al. 2001), dermis (Young HE y Steele TA, 2001), grasa (Zuk PA et al. 2002),
dientes deciduos (Miura M et al. 2003), hueso trabecular (Tuli R et al. 2003), foliculo

dental (Morszeck C et al. 2005), papila apical (Sonoyama W. et al. 2008), etc.

Los marcadores de superficie mds comunes para las MSCs son: CD105, CD73, CD
29, CD 90, SH3, SH4, CD44 y Stro-1 (Gronthos S et al. 1995); aunque ninguno de estos
marcadores es especifico de células troncales mesénguimales (Shanti RM y et al.
2007).
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MSCs a partir de tejidos dentales

Los dientes son érganos ectomesenguimales, que contintan desarrolldndose

después del nacimiento y se clasfican en dos tfipos de denticiones: la primera

denticién y la segunda denticién.

Denticién primaria: Inicia a los é meses de edad con la erupciéon de los
incisivos inferiores y culmina a los 12 anos de edad con la exfoliacion de los
caninos superiores.

Esta denticién corresponde a los dientes temporales, dichos dientes solo
estdn por un tiempo determinado en la vida del ser humano. ComUnmente
a este fipo de dientes se les conoce como “dientes de leche”, por el color
mas blanco que fienen las coronas de los dientes y por la base de la
alimentacion de los bebes, que es la leche.

La denticion la conforma 20 dientes (8 incisivos, 4 caninos y 8 molares). A
partir de los 6 anos de edad, dichos dientes comienzan a exfoliar para dar

lugar a los dientes permanentes. [Fig.3]

Segunda denticidén: Dientes permanentes, es la denticion definitiva estd
constituida de 32 érganos dentales, 8 son incisivos, 4 caninos, 8 premolares y
12 molares, dentro del grupo de los molares se encuentran las “muelas del
juicio” (terceros molares). En muchos casos dichas muelas no llegan a
erupcionar, estos dientes regularmente son extraidos en clinicas dentales

con fines ortoddnticos. [Fig. 3]

Figura 3: Radiografia de denticidén mixta: dientes temporales (flechas rojas) y dientes
permanentes (flechas amarillas), terceros molares (flechas negras).
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Actualmente las hDPSCs (Células tfroncales de pulpa dental) se obtienen
principalmente de los terceros molares. Estudios previos demuestran que los tejidos

que son mds jovenes y estdn en una etapa mds temprana de desarrollo son

considerados como un recurso ideal de células froncales para la IT. (Mohammad A
etaletal. 2014; Seo MB y Miura M., 2004, y Horwits EM, et al. 2001).

Figura 4: A) Diente temporal (Canino superior derecho), B) Diente exfoliado (Incisivo central
superior derecho), C) Diente permanente (Tercer molar inferior izquierdo).

Los tejidos dentales proporcionan una fuente alternativa de células troncales, en
comparacion con la médula ¢sea considerada como el “gold estadndar” de las
MSCs.

Una de las ventajas que tienen las MSCs de origen dental es, su facil obtencion a
través de la extraccion dental con un anestésico local o cuando un diente
temporal es exfoliado (diente de leche). Las células troncales orales de acuerdo a
su origen ectomesenguimal pueden mostrar caracteristicas del mesodermo vy
ectodermo (Huang G.T.-J et al. 2009).
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Hay reportes de seis tipos de células froncales aisladas a partir de la cavidad oral,
gue han sido arduamente descritos en la literatura, y dos mds, poco investigadas y
publicadas, (ligamento periodontal de dientes temporales y pulpa dental de

dientes temporales).

DPSCs
SHED . ., .
Figura 5: Representacion de |las diversas
r_} ; fuentes de células froncales de tejidos
) AR S\, i 2 orales.

a"’ \} \ ? RN Fuente: Treatment options: Biogical basis of
s\ (@)} DTS e regenerative endodontic procedures.
LA\ Q\/ T==scap- ° Kennet M. Horgreovez 2013.

VR iPAPCs

TDPSCs

1. Células troncales de pulpa dental (Gronthos et al. 2000)
(DPSCs, Dental Pulp Stem Cells.)

2. Células troncales de dientes deciduos exfoliados (Miura M et al. 2003)
(SHEDs, Stem Cells fromm Human Exfoliated Deciduous Teeth.)

3. Células troncales de ligamento periodontal (Seo BM y Miura M, 2004)
(PDLSCs, Periodontal Ligament Stem Cells.)

4. Células troncales de foliculo dental (Morsczeck et al. 2005)
(DFSCs, Dental Follicle Stem Cells)

5. Células troncales de papila apical (Sonoyama W et, al, 2006)
(SCAPs, Stem Cells of the Apical Papilla)

6. Células troncales de mucosa retfromolar. (Zhang Q. 2009)
(GMSCs, Gingival-Derived Mesenchymal Stem Cells.)

7. Células troncales de ligamento periodontal de dientes deciduos
(Fukushima H y Kawanabe N. 2012)

(D-PDL, Deciduos Periodontal Ligamen Stem Cells.)
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Celulas troncales de pulpa dental

Dental Pulp Stem Cells (DPSCs)

La pulpa dental es un tejido blando de origen ectomesenquimal, que se desarrolla
a partir de la papila dental, su funcién principal es dar nutricion al diente.

Fueron las primeras células tfroncales dentales en ser aisladas, a partir de la pulpa
de terceros molares humanos por Gronthos en el 2000.

Se describen con capacidad clonogénica, diferencidndose in vitro en
osteoblastos, miocitos, adipocitos, condrocitos y odontoblastos (Zhang W et al.
2006), con el potencial de formar el complejo dentino-pulpar in vivo en ratas

inmunocomprometidas (Gronthos S et al. 2000).

Células troncales de dientes deciduos exfoliados

Stem cells from human exfoliated deciduous teeth (SHEDs)

Las SHEDs se encuentran en el tejido pulpar de los dientes deciduos exfoliados. Las
primeras células aisladas fueron por Miura en el 2003 (Miura M et al. 2003) a partir
de la pulpa remanente de la corona dental de incisivos de ninos de 7-8 anos de
edad.

Al igual que en hDPSCs, las SHEDs cumplen con los criterios que definen a una
poblacién de células, como MSCs. Son altamente proliferativas, con capacidad de
diferenciarse en mdlfiples tipos de células in vitro, expresando marcadores
pluripotenciales como: Oct-4, Nanog.

Las SHEDs se han caracterizado mediante FACS con marcadores de superficie
celular, siendo positivos para CD13, CD29, CD31, CD44, CD73, CD90, CD105, CD144,
CD166, y STRO-1 y negativos para CD14, CD34 o CD45 (Wang J. et al, 2010; Shi S, et
al, 2005).
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MITOCONDRIAS EN CELULAS TRONCALES

Antecedentes de las mitocondrias

El primero en describir las mitocondrias fue R. Atman en 1884; las identificé como
esfructuras infracelulares a las que llamo mioblastos. Anos después, Carl Benda
denomino a esas estructuras “mitocondrias”, del griego, "mitos" que significa hilo y
"chondros” granulo, en 1898.

Las mitocondrias son orgdnulos de origen bacteriano endosymbidtico presentes
en todas las células eucariotas. Juegan un papel importante en muchas de las
funciones celulares, incluyendo la biosintesis de pirimidina, la homeostasis de
iones, oxidacion de dacidos grasos, apoptosis y la senalizacion celular (Kasturi
Mitra et al. 2011). Una de las funciones clave de las mitocondrias es la generacion
de adenosin trifosfato (ATP) en el punto final de la fosforilacion oxidativa (Andrew

B.J. 2012), principal fuente de energia de la célula.

Las mitocondrias son también las principales fuentes de especies reactivas de
oxigeno (ROS), que son subproductos de la produccion de ATP a fravés de la
fosforilacion oxidativa, el nimero de mitocondrias varia de acuerdo a las
necesidades de la célula.

Las propiedades mitocondriales en las células froncales no han sido del todo
descritas, informes indican que tienen un papel clave que un se desconoce
durante la fertilizacion al agruparse alrededor de los nucleo. Este agrupamiento es
esencial para el desarrollo embrionario. Las células troncales embrionarias se
derivan de los ovocitos fertilizados y eventualmente pueden diferenciarse en
células troncales 'adultas'. Planedndose como hipdtesis en estudios anteriores que
el agrupamiento perinuclear mitocondrial persiste en el estado de stemnnes de |as
células troncales embrionarias y adultas. (Bavister BD et.al., 2006, Bavister BD et
al.,20095)
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Estudios recientes han demostrado que la dindmica y la morfologia mitocondrial
son cruciales para el mantenimiento de la homeostasis tisular, requlando el estado
de stemness, la proliferacion y la diferenciacién, en las células troncales,
presentando variaciones en abundancia, morfologia vy fisiologia celular (Forni FM et
al. 2016; Collu-Marchese et al. 2015; Zhang et al. 2013).

Las mitocondrias en las células troncales han sido descritas con una estructura
inmadura de forma esférica y con crestas poco desarrolladas, localizadas
predominantemente en la regidn perinuclear, con un nUmero bajo de copias de
ADN mitocondrial, (Forni MF et al. 2016, Lambertini et al. 2015; Quinn KP et al. 2013;
Hofmann AD et al. 2012; Prigioni A et al. 2010; Lonergan T et al. 2006).

Se han descrito las mitocondrias en células troncales de:
e Medula ¢sea de mono (A. Ozen, et al. 2003).
e Células froncales embrionarias humana (Andrew B. J. et al.,2012, Piccoli C,
et al. 2010 y St. John et al. 2005)
e Medula ¢sea de caballo (Piccoli C et al. 2005).
e Tejido adiposo de mono (Lonergan T, et al.2006) (Lonergan T et al. 2007)
e hESCsyiPSCs (Prigione A2010)
e Tejido adiposo humano (Buravkov SVet al. 2013)

e Placenta humana ( Solis MA et al. 2016)
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Mitocondrias en hESCs (St. John et al. 2005)

El estudio de St, John en el 2005 se basd en el andlisis de mitocondrias en células
embrionarias humanas a través de TEM (Microscopia Electrénica de Transmision),
en los pases celulares 50-60 encontrd una diferenciacion espontanea a
cardiomiocitos. Identificando pocas mitocondrias en células indiferenciadas y

localizandose en pequenos grupos perinucleares, [Fig. é].

Figura 6: Microscopia electrénica de trasmision (TEM). A) Colonia celular de hESCs con nucleo
prominente (2 um). B) Células individuales con nUcleos grandes, nucleolos reficulados y cUmulos
de mitocondrias (1um). C) Mitocondrias en las hESC que muestra un grupo perinuclear que
contiene tanto mitocondrias alargadas (ma) como tubulares (mt), (200nm.

Fuente: “The Expression of Mitochondrial DNA Transcription Factors during Early Cardiomyocyte In
Vitro Differentiation from Human Embryonic Stem Cells” St. Jhon ef, al., 2005.
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Mitocondrias en ESCs de raton
Andrew B. J.y su equipo en el 2012 analizaron la localizacién de las mitocondrias
durante la diferenciacion a linaje neural y linaje cardiaco de las ESCs de ratén en

el pase nUmero 7.

Sus resultados son los siguientes: Las ESC expresaron Oct-4 (un marcador de
pluripotencia). Las mitocondrias antes de la diferenciacion estaban estrechamente

localizadas en la periferia del nucleo en racimos densos. [Fig.7].

MITO

Figura 7: ESC antes de la diferenciacién, expresaron marcadores de plupotencia (Oct-4 y SSEA4). Las

mitocondrias fueron tefidas por mitotracker Green e identificadas alrededor del nicleo, tefido por
DAPI.

Imagen modificada y tomada de: * Analysis of Mitochondrial Function and Localisation during
Human Embryonic Stem Cell Differentiation In Vitro”, Andrew B. J. et.al., 2012.
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En la diferenciacién neural, las mitocondrias en las células positivas para nestina se
distribuian por toda la célula, en patrones granulares y parecidos a hilos [Fig.17].
Las células positivas para B-lll-tubulina se identificaron cUmulo mitocondriales en las

dendriticas [Fig.8].

NESTIN

Figura 8: Células ESC diferenciadas a linaje neurogénico, tenidas con nestin, (marcador de células
neurales). Las mitocondrias fueron tenidas con mitoTracker Green y el nicleo con DAPI.

Imagen modificada y fomada de: “Analysis of Mitochondrial Function and Localisation during
Human Embryonic Stem Cell Differentiation In Vitro”, Andrew B. J. et.al., 2012.

|
BIIT MITO

Figura 9: Las células ESC diferenciadas a linaje neurogénico, tenidas con B-lll-tubulina (marcador
de células neurales). Las mitocondrias fueron tehidas por mitotracker Deep Fm y contra-tefidas
por DAPI.

Imagen modificada y fomada de: *Analysis of Mitochondrial Function and Localisation during
Human Embryonic Stem Cell Differentiation In Vitro”, Andrew B. J. et.al., 2012.
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Por ofro lado, las células positivas para MIXL (marcador de mesodermo
cardiogénico), se tineron las mitocondrias con Mito-tracker Deep Red después de

los 3 dias de diferenciacion [Fig. 10].

Figura 10: La localizacidon mitocondrial en células MIXL1 positivas es similar a hESC indiferenciada
con mitocondrias densamente localizadas en la periferia nuclear.

Imagen modificada y tomada de: " Analysis of Mitochondrial Function and Localisation during
Human Embryonic Stem Cell Differentiation In Vitro”, Andrew B. J. et.al., 2012.

Mitocondrias en células froncales de tejido adiposo de mono

(Lonergan T, et al. 2007 y Lonergan T, et al. 2004)

El equipo de Lonergan fue el primero en proponer las caracteristicas mitocondriales
como una forma adicional y confiable de verificar la troncalidad de las células
froncales.
En el 2006, el equipo de Lonergan aislaron MSCs de monos Rhesus, demostrando su
multipotencialidad a adipocitos, condrocitos, y osteocitos. En el 2007 reportaron
que varias propiedades mitocondriales cambian con el aumento en el nUmero de
pases celulares en cultivo (P11 y P17) con el fin de analizar la diferenciacion
espontdnea y la ubicacién de las mitocondrias. Sus resultados son los siguientes:
En el P11 las MSCs se caracterizardn por:
a. Un porcentaje mucho mas alto de células en el pase 17 (85% vs.18%)
en comparacion en el pase 11.
b. Una disposicion perinuclear de mitocondrias (57% vs. 1%), con un
agregado mitocondrial, en la que las mitocondrias parecen

fusionarse en grandes grupos.
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c. Un porcentaje mucho mds bajo de células con gotas de lipidos (1%
frente a 36%), lo que sugiere una menor diferenciacion en
adipocitos.

d. Un contenido de ATP de 5-6 veces menor (0,45 vs.2.51 pmoles de ATP

/ célula.

La posicion celular y la densidad de las mitocondrias fue medido por microscopia

de fluorescencia usando Mitotracker Green FM [Fig. 11] en los pases 11,14y 17.

Figura 11: Mitocondrias en células mesenquimales de mono Rhesus de tejido adiposo. Confocal-
mitofracker.

Fuente: "Mitochondria in stem cells”, T, Lonergan et., al, 2006

1.Imdgenes de células troncales adiposas de Rhesus adultas. A) Microscopio de contraste de fase

imagen (400). Célula froncal en un P14 con presencia de numerosas gotas de lipidos (flechal),
indicando una diferenciacion espontdnea. B) Medicidon de la intensidad de fluorescencia de
Mitotracker en el P11. Célula con una disposicion mitocondrial perinuclear (600). La célula estd
delineada por la periferia (linea punteada). Células con  disposicién perinuclear de las
mitocondrias, tiene una alta intensidad de fluorescencia cerca del ndcleo. C) Célula con una
distribucion homogénea de mitocondrias (P14), la intensidad de fluorescencia es relativamente a
lo largo del citoplasma (grdfico insertado). D) Imagen en el P11 con disposicién mitocondrial
perinuclear (600). E) imagen en el P14 con disposicidn mitocondrial homogénea (600). F) imagen
en el P17 con disposicion mitocondrial agregada (600).
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Estos resultados representan la primera caracterizacion de las propiedades
mitocondriales reportadas, para una linea de células troncales de primates. Siendo
asi la disposicidn perinuclear de las mitocondrias en las células troncales puede ser

un rasgo caracteristico del estado de “stemness”.

Mitocondrias en hESCs y iPSCs Prigione A (2010).

Se ha publicado que las mitocondrias se agrupan principalmente alrededor del
nucleo en las células indiferenciadas, mientras que se distribuyen de manera mas
uniforme por el citoplasma de las células diferenciadas o durante la diferenciacion
celular (Hofmann AD et al.2012; Quinn KP et al. 2013,(Forni MF et al. 2016;
Lambertini et al.2015). ( FIg.12)

hESCs —df. | iIPSCs - df

Figura 12: Morfologia y distribucidon mitocondrial en células troncales embrionarias humanas y
células tfroncales pluripotentes inducidas. Microscopia electronica de transmision (TEM) se utilizd
para investigar las caracteristicas en células diferenciadas y no diferenciadas. Los asteriscos
muestran las mitocondrias con morfologia tubular alargado; las flechas indican las mitocondrias
de forma redonda con crestas poco desarrolladas. Cincuenta mitocondrias fueron contadas en
las hESC y iPSCs no diferenciadas. Algunos orgdnulos con forma redonda y con crestas
inmaduras persistieron en fanto iPSCs y en las hESCs diferenciadas.

Fuente: The Senescence-Related Mitochondrial/Oxidative Stress Pathway is Repressed in Human
Induced Pluripotent Stem Cells. Prigione A (2010).
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La localizacion perinuclear de las mitocondrias no es exclusiva de las células
troncales, también se ha informado que dicha disposicion mitocondrial se
encuenfra en células diferenciadas incluyendo: fibroblastos [Fig.22], células
acinares pancredticas [Fig.13], astrocitos y neuronas (Yaffe MP et al. 1999). Las
mitocondrias de las células diferenciadas son de forma alargada y con crestas

desarrolladas. (Varum S, et al. 2011).

Figura 13: Mitocondria en fibroblastos.
Microscopia confocal

" Analysis of mitochondrial dynamics and
functions using imaging approaches” Mitra k,
etal.,2011.
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Capitulo li

JUSTIFICACION

Las células troncales tienen potencial para numerosas aplicaciones biomédicas,
incluido el reemplazo terapéutico de células para la regeneracion de érganos

danados, a partir de biomateriales en combinacion con factores de crecimiento.

Los cientificos necesitan tener un conocimiento preciso de las propiedades bdsicas
de las células troncales como su viabilidad, proliferacion y la capacidad de

diferenciarse, evitando perder su progenie durante el cultivo celular.

Actualmente se discute el estado actual de las propiedades de las mitocondrias
en las células troncales de tejidos dentales, los temas incluyen patrones de
localizacién mitocondrial, consumo de oxigeno y contenido de ATP, relacionado
con el mantenimiento de “stemness” y la posterior diferenciacion de las células

troncales en células especializadas.

También se cuestiona la importancia de la disposicion perinuclear de las
mitocondrias, como un posible indicador de troncalidad. Numerosos estudios in
vitro han utilizado microscopia electréonica y fluorescente, demostrando que la
ubicacién alrededor del nicleo de las mitocondrias en las células troncales
embrionarias y adultas de mono y humano, son una caracteristica de una stem

cell. (Lonergan T et al., 2007, Folmes et al, 2012, Rafalski, et al.,2012).

En el presente estudio se ha analizado la viabilidad, la actividad metabdlica y el
fenotipo de las SHEDs en comparacion con las hDPSCs que han sido consideradas
como el estdndar de las células troncales orales en la ingenieria tfisular y medicina
traslacional; a través de la expresion de marcadores especificos para células

froncales y la presencia de mitocondrias en las hDPSCs y SHEDS.
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Capitulo Il

PREGUNTA DE IVESTIGACION

Diferentes investigaciones han reportado mitocondrias alrededor del nucleo en
células troncales embrionarias, iPSCs y de tejido adiposo.

En ese sentido, ¢Serd posible la estandarizacion de la técnica de tincion de las
mitocondrias, en células troncales de pulpa dental humano, una alternativa en la

evaluacion de la troncalidad de las células de pulpa dental?
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Capitulo IV

HIPOTESIS

Si se logra la fincion de las mitocondrias a través de Mitotracker Red Deep Fm en
células troncales de pulpa dental de terceros molares y de dientes temporales,
entonces se podrd establecer la tincion de mitocondrias como una alternativa

para la evaluacion de la froncalidad.

Capitulo V

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Realizar la tincién y la deteccidn de mitocondrias en células troncales de pulpa

dental de terceros molares y de dientes temporales.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener tejidos pulpares de terceros molares y de dientes temporales.

e Cultivar células de pulpa dental de terceros molares y de dientes temporales
obtenidas mediante digestidon enzimdtica.

e Purificacion de células troncales de pulpa dental de terceros molares y de
dientes temporales mediante MACS.

e Caracterizar por medio de marcadores de superficie, el fenotipo de las
células froncales de pulpa dental de terceros molares y de dientes
temporales, por microscopia de fluorescencia con anfi-humano CD44 y anti-
humano STRO-1.
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Tenir las mitocondrias en células troncales de pulpa dental de terceros
molares y de dientes temporales por medio del ensayo de Mitotracker Deep
Red FM.

Detectar las mitocondrias en células tfroncales de pulpa dental de terceros

molares y de dientes temporales a través de microscopia confocal.
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Capitulo VI

MATERIALES Y METODOS

METODOLOGIA

Los siguientes ensayos se realizaron en el Laboratorio de Ingenieria Tisular y Medicina
Traslacional FESI -UNAM, Clinica Odontolégica Cuautepec FESI-UNAM, UBIMED-FESI-
UNAM, CINVESTAV, con la aprobacion del Comité de Etica de la Facultad de
Estudios Superiores Iztacala (FESI-UNAM) con el nUmero CE/FESI/042017/1163.

Metodologia

LaBIT,UBIMED,CINVESTAV

Extraccidn de
dientes

. , s || CO.Cuatepec FESI-UNAM
Historia clinica

Consentimiento Informado

|
Conservacién de Obtencién de Cultivo celular
dientes tejidos pulpares (Dig.enzimatica)
24h. 4°Cen MT LaBIT FESI-UNAM Colagenasa tipo |

MACS -

L Microperlas CD44

TERCER PASE

| I
tmunofenotipo ‘ tViabilidad t”.mlon de .Ias
mitocondrias

CD44 y STRO-1 L&D 3 7y 10 dias Mitotracker RED

Figura 15: Resumen de la metodologia
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Universo de estudio.

El estudio se realizd en cultivos de células tfroncales de pulpa dental de terceros
molares de sujetos entre 15-18 anos de edad y pulpa dental de dientes tfemporales

de sujetos enfre 6-9 anos de edad.
Criterios de seleccion

1)Criterios de inclusion

e Sujetosde 15- 18 anos de edad y 6 - 9 anos de edad.

e Sujetos sanos sin historial de enfermedades crénicas, degenerativas o
sistémicas (Informacion recabada en la historia clinica).

e Sujetos con buena salud bucal-dental (ausencia de neoplasias,
gingivitis, enfermedad periodontal, caries, candida albicans etc.).

e Terceros molares (superiores, inferiores, izquierdos y/o derechos).

e Terceros molares incluidos.

¢ Dientes temporales persistentes.

e Dientes temporales con movilidad.

¢ Dientes temporales y/o terceros molares sin restauraciones.

e Dientes temporales y/o terceros molares sin tratamiento de conductos
pulpares.

e Dientes temporales y/o terceros molares sin trauma.
2) Criterios de exclusion

e Sujetos menores de 15 anos y mayores de 18 anos de edad

e Sujetos menores de 6 anos y mayores de 9 anos de edad.

e Sujetos con enfermedades cronicas, degenerativas y/o sistémicas.

e Sujetos con mala salud buco-dental (neoplasias, gingivitis, enfermedad
periodontal, caries, candida albicans etc.).

e Terceros molares impactados.

e Terceros molares erupcionados.

e Terceros molares con odontoseccion.
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e Dientes temporales y/o terceros molares con restauraciones.
e Dientes temporales y/o terceros molares con tratamiento de conductos
pulpares.

e Dientes temporales y/o terceros molares con trauma.
3) Criterios de eliminacién

e Células en cultivo que presenten contaminacion

e Células no froncales
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DESCRIPCION DE LOS PROCEDIMIENTOS
1) EXTRACCION DE DENTAL

Cirugia dental

Las extracciones de los terceros molares y de los dientes temporales se llevaron a
cabo en la Clinica Odontolégica Cuautepec de la Facultad de Estudios Superiores

Iztacala de la Universidad Nacional Auténoma de México.

La extraccidon dental es un procedimiento que incorpora la aplicacién correcta de
principios quirdrgicos, fisicos y mecdnicos para lograr la remocién de un diente.

Petterson L. 1988.

Cirugia de terceros molares

La exodoncia quirdrgica se basa en la preparaciéon de un colgajo mucoperidstico
que dé acceso al hueso alveolar con el fin de realizar una osteotomia del hueso
cortical y asi realizar la extraccidon dental terminando con la reposicidon de la

mucosa y tejido gingival mediante sutura. Cosme Gay Escode, 2013.
Las extracciones de los terceros molares se realizd con el siguiente protocolo:

Historia Clinica

Consentimiento informado

Anestesia. Lidocaina y epinefrina 1:12000U, son los anestésicos utilizados para
bloguear el nervio alveolar o mandibular (dentario inferior) o nervio maxilar,
segun sea el caso.

Diseccién del colgajo: Con el periostétomo (Hu-Friedy) se levantd el colgajo
mucoperidstico en toda su extension del hueso, procurando no desgarrar ni
tfraumatizar los tejidos blandos,

Osteotomia: La realizacion de la osteotomia o eliminacion de hueso alveolar se
efectud con fresas redondas de # 8 de carburo de tungsteno (SS WHITE)

montadas en pieza de mano de baja velocidad (Midwest), bajo una irrigaciéon
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constante de suero fisiologico (PiSA) al fin de evitar el sobrecalentamiento
dental.

Luxacién: Es la perdida de continuidad de la gonfosis rompiendo las fibras
periodontales que componen al ligamento periodontal, esto se consiguid a
través de elevadores cortos y rectos (Hu-Friedy) con movimiento suaves
evitando fracturar el diente.

Extraccion: El diente se desplazd por completo fuera de su alveolo con un

forceps dental recto (Hu-Friedy)

Figura 15: Cirugia de terceros molares en Figura 16: La flecha, senala el
Clinica Odontolégica Cuautepec FESI-UNAM. tercer molar extraido.

Tratamiento del drea de la intervencion quirdrgica. Se prosiguid con el control
de la hemorragia, la reseccién de tejidos blandos tfraumatizado, la eliminaciéon
de los frozos de hueso fracturados, a fravés de irrigacion con suero fisioldgico
(PISA).

Sutura: La reposicion de los tejidos blandos se llevd a cabo con puntos de sutura

000 (Vicryl). A la semana siguiente se retiraron los puntos.
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2) Conservacion de los dientes.

Los dientes se colocaron en un medio de transporte (MT) para su traslado al
laboratorio ya que requieren de un medio humedo con el fin de preservar las
propiedades bioldgicas y evitar la contaminacion, dicho medio de transporte debe
de incluir suero fisiolégico (PiSA) complementado con antibidticos al 1% (peniciling,

anfotericina B, estreptomicina). Los dientes se conservaron durante 24 horas a 4°C.2

) Los dientes se lavaron fres veces con medio de fransporte con el fin

de eliminar la mayor cantidad de sangre y otros desechos bioldgicos.

Figura 17: A) Tercer molar en medio de transporte a 4°C, B) pulpa
dental en medio de transporte a 4°C.

3) Cultivo celular

Para determinarla existencia de células troncales en los tejidos pulpares de terceros
molares y en dientes temporales, la seleccion de los dientes para su cultivo se hizo
de acuerdo con los criterios establecidos por Hosseini en el 2010, senalando que el
donante ideal, no debe referir consumo de alcohol, drogas y/o cigarrillo con lo

que se asegura una mayor tasa de éxito al aislar hDPSCs, debido a que la

2 En la literatura cientifica se ha reportado la existencia de células troncales en pulpa dental conservadas después de 120
horas de su extraccion, por lo tanto el cultivo inmediato a la extraccién del diente no es absolutamente necesario para
tener éxito (Perry BC,et al. 2008, Huang A et al. 2009, Sato M et al. 2014)
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citotoxicidad de la nicotina inhibe los procesos de mineralizacion de las células
pulpares. El protocolo para el cultivo de células mesenquimales se basa en la
capacidad que tfienen las células troncales en adherirse al pldstico y formar
unidades formadoras de colonias. La pulpa dental se obtuvo a partir de 5 dientes

temporales y 5 terceros molares.
Protocolo de cultivo celular

Obtencion de la pulpa dental. Para este estudio se realizd un surco
trasversalmente, en la zona amelo-cementaria de los dientes con un disco de
carburo y un micromotor dental (MDC dental Ill) sin tocar la pulpa dental,
irigando simultdneamente con  solucion salina  para evitar el sobre
calentamiento [Fig. 17]; en el caso de terceros molares inmaduros la extraccion
de la pulpa dental fue a través del foramen apical, dislando: pulpa dental,

papila apical y en algunos casos foliculo dental (Suchanek J. et al.2009).

Figura 17: Resumen de metodologia de obtencién de pulpa dental

A) Tercer molar extraido; B y C)) Segmentacién del érgano dental a nivel amelo-cementaria con un
disco de carburo; D) exposicion de la pulpa dental.
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Cultivo celular

Los métodos de aislamiento de las hDPSCs y de las SHEDs son técnicas rdpidas,

sencillas y no invasivas.

Existe dos métodos bdsicos para cultivar hDPSCs y SHEDs del tejido pulpar:
1) Digestion enzimdtica del tejido y 2) Crecimiento de explante del tejido ( Zhang X
et al.2017; Hilkens P et.al., 2013; Bernardi L. et al., 2011). Aunque ambos métodos
parecen dar lugar a células de pulpa con propiedades de células troncales
(Gronthos et al. 2000), los resultados de ambos métodos de cultivo han sido
cuestionados, Bakopoulou A et al. en el 2011, demostrd que las células obtenidas
enzimdticamente presentan una mayor produccién de matriz mineralizada y una
tasa de mineralizacion superior en comparacion con las muestras obtenidas por el
método de crecimiento por explante. Por el contrario, Spath et al. en el 2012 reveld
que el potencial de diferenciacion condrogénico y adipogénico por explante de
pulpa dental fueron mejores que por digestion enzimdtica. Las diferencias para los
métodos de digestidon enzimdtica y de crecimiento por explante estdn en el nUmero
de células, su homogeneidad y el tiempo de obtencién. Karamzadeh R et al. 2012
publica que las diferentes condiciones de cultivo de hDPSCs pueden alterar la
capacidad de diferenciacion, debido a la existencia de diferentes poblaciones
celulares en el tejido de la pulpa. (Karamzadeh R., et al. 2012), Por lo tanto, la
seleccidon de los métodos de aislamiento podria ser Util para la reparacion y la

regeneracion de tejidos especificos para futuros enfoques clinicos.

El cultivo por digestion enzimdatica, se considera el método mds comun para
adquirir células troncales de pulpa dental (Nang Zhang et al. 2017, Bernardi L.et al.
2011; Arora V et al, 2009, Sun HH ef al. 2014; Tran H.L et al. 2015; Gronthos et al.
2000)
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Extraccion Clasificacion celular
dela Disgregacion CD44+
pulpa mecanica
Stem Cells
Expansién
Extraccidon Clasificacion celular
dela Digestion CD44+
pulpa enzimatica ——-—-———
— —_— }
Colagenasa
dispasa Expansién Stem Cells

Figura 18: Técnicas de cultivo celular

A)Cultivo celular por explante, B)Cultivo celular por digestion enzimatica.

Cultivo celular por digestion enzimdtica. Existen diferentes combinaciones

enzimdticas con las que se ha logrado aislar DPSCs reportado en la literatura:

¢ 08 mg / ml de colagenasa tipo 1 en PBS, (Wahab R.M.A et al.
2017)

e 3 mg / ml de colagenasa tipo | 'y 4 mg / ml de dispasa en PBS
durante una a dos horas a 37°C con 5% de CO 2 (Kylie M, et al.,
2014)

¢ 3 mg/ml de colagenasa tipo |y 4 mg/ml de dispasa durante 30 —
60 min a 37 °C (Liu H et al. 2006; Huang et al. 2009; Tirino V et al.
2012)

e 0,05% de ftripsina-EDTA y 1,5 U / ml de colagenasa P en solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) a 37 °© C durante 30 min. (Balic
A et al.2010)
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1 mg/ml de colagenasa tipo | 'y 2,4 mg/ml de dispasa (Lee et al.

2011)

e 2 mg/ml de colagenasa tipo | y dispasa durante 30 min a 37 ° C
(Yildirim et al. 2012).

e 0.2 % tripsina por 5 min a 37 °C (Spath et al. 2010)

e 3% de colagenasa tipolpor1had7°C (Yan Metal. 2011)

El protocolo utilizado en este estudio se modificd a partir de Gronthos et al. 2000;
Seo et al. 2004; Seo et al. 2005, Nakasima et al .2014. Los tejidos pulpares se
cortaron en frozos pequenos de 1mm3, colocdndolos en 100ul de solucidn
enzimdatica constituida por 4 mg/ml de colagenasa fipo | (Sigma-Aldrich) en una
proporcion 4:1 en PBS (Biowest); incubdndolas durante 2 horas a 37°C, 5% de CO:
y el 95% de humedad. La actividad enzimdtica se neutralizd anadiendo el doble

de volumen de medio de cultivo celular.

La suspension obtenida se centfrifugd a 1000rpm a 22°C, se retird el
sobrenadante re-suspendiendo el depositd celular en 50ul de medio de cultivo
para células mesenquimales, compuesto por: DMEM con rojo fenol (Biowest),
suplementado al 10 % de suero bovino fetal (FBS, Biowest) y 100U penicilina, 100
lg de estreptomicina, y 5 Ig anfotericina B (Sigma-Aldrich). Las células se
sembraron en cajas tipo “T" falcon de 25 cm? (Nunclon™ Denmark) con 3 ml de
medio de cultivo, se incubaron a 37°C, con 5% de CO2 y 95% de oxigeno en
una camara humidificada

Después de las 24 horas posteriores al cultivo celular, las células se lavaron con
PBS 1X (Biowest) eliminando las células no adherentes y muertas, se hizo cambio

de medio cada tres dias hasta tener una confluencia del 80-90 %.
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Figura 19: Resumen de metodologia de cultivo celular

A) Segmentacion del tejido pulpar; B) Pulpa dental en solucién enzimdtica con coldgenasa tipo
I; C) Centrifugacion 10 min. por 1000 rom.; D) Sembrado celular en cajas tipo T; E) Microscopia de
campo claro 10X de tejido pupar digerido en colagensa tipo I; F) Incubacién en una cdmara
humificada de las células a 37°C con el 5% de COa.

Pase celular. Las células se despegaron de la superficie de la placa de cultivo
con frypLE Express™ (Gibco, Invitrogen) durante 3 minutos a 37°C, 5% de CO2y
95% de oxigeno, el trypLE express (Gibco, Invifrogen) se inactivd con 3 ml de

medio de cultivo, centrifugando a 1000 rpm por 10 minutos.
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Conteo celular. El conteo celular fue a través del hematocitdbmetro o cdmara
de Neubauer (Marienfeld Germany) y azul tripdn para re-sembrar a una

densidad de 5,000 células, que constituyo un nuevo pase celular.

Figura 20: Resumen de metodologia de conteo celular

A) Botdn celular en 1ml. de medio de cultivo (solucién celular); B) 10 uL de Azul tripan; C) Cdmara
de Neubauer con 10 uL de solucién celular y 10 uL de azul fripan; D Y E) Microscopio de campo
claro 4X células con azul tripan, F) Microscopio campo claro 20X células con azul fripan

6.1 Protocolo de conteo celular con hematocitdmetro

Para contar las células viables en una suspension celular, se utilizd el método de
exclusion del azul tripdn, para ello, se mezclaron 10 ul de la suspension celular con
10 ul del colorante azul fripdn al 0.4% en PBS 1x (Biowest). Tras re suspenderlo se tomo
10 yl de dicha dilucidon depositdndola en cdmara de Neubauer se procedid a

contar las células en el microscopio de campo claro (Leyca MIL LED) [Fig.20]

Con base a la cantidad de células contadas y segun el volumen de liquido que

admite la cdmara, se puede calcular la concentracion de células por unidad de
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volumen en la muestra inicial, la cual viene dada por la siguiente férmula

simplificada:

Concentracion (células/ml) = M x dilucidon x 10000

Donde M es la media de las células contadas por cuadro grande (compuesto por
16 cuadrados mds pequenos) de la cdmara de recuento. La dilucion se toma
siempre como 2, ya que la relacion en la mezcla entre suspension celular y azul
tripan es 1:1. Se consideraron células viables aguellas que presentasen un perimetro

mas 0 menos circular, con borde regular y sin tincion azul.

4) Purificacion celular por clasificacion de células activadas magnéticamente

(MACS, por sus siglas en ingles)

Una vez obtenido una confluencia del 90% de células, las muestras se cosecharon
para la separaciéon celular magnética (MACS, Magnetic-activated cell sorting) con

microperlas magnéticas positivas a CD44 (marcador de células froncales).

D) E E)

ek

Figura 20: Desarrollo de MACS. A) Poblacién celular heterogénea, B) Anticuerpos (CD44+) cargados con
perlas magnéticas, C) Magnetos y columna para MACS, D) Células negativas a CD44+, E) Células
positivas a CD44+ (poblacién homogénea).
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Protocolo para MACS

VI.

Las células se lavaron dos veces con PBS 1x (Biowest) se despegaron con
trypLE Express (Gibco, Invitrogen) de la caja de cultivo celular, se
centrifugaron a 1000 rpm durante 10 minutos a 22°C, se retird el
sobrenadante.

El conteo celular se llevd a cabo tinendo a las células con azul tripdn en la
cdmara de Neubauer, como se describid anteriormente.

Las células se incubaron a 4°C con las microperlas CD44+ para humano
(MACS® Miltenyi Biotec), durante 20 minutos, protegiéndolas de la luz.

Las células cargadas con las perlas magnética positivas a CD44, se lavaron
3 veces con PBS 1x (Biowest) se centrifugaron a 1000 rom durante 10 minutos
a 22°C.

El pellet celular se re-suspendié en un 1ml de buffer para MACS, la solucién
con el buffer y las células se introdujo en las columnas de separaciéon
(MACS® Miltenyi Biotec).

Las células positivas a CD44 se recolectaron de las columnas, sembrdandolas
en cajas tipo “T" falcon de 75 cm? (Nunclon™ Denmark) se incubaron a 37°C,
con 5% de CO2 y 95% de oxigeno en una cdmara humidificada con 10 ml

de medio de cultivo.

Para la realizacion de los siguientes ensayos se utilizaron las células del tercer pase

celular.
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5) Ensayo de Inmunofenotipo

La presencia de los marcadores de superficie de MSCs se determind con CD44 y

STRO -1 usando el siguiente protocolo.

Lavado con PBS x2. Anticuerpo
primario
Fijacion: Formalina al 4% x 20min.
Anti-CD44
Permeabilizacion: Triton al 0.025%
| h | x20min. | Anti-CD34
\ c fueo: BSA al 3% x1 hora. J STRO-1 D
a B
Anticuerpo
‘ secundario:
B \
Alexa fluor 488 E
F

Figura 20: Resumen de metodologia de inmunofenotipo

A) Microscopia de campo claro 4X, 5, 000 células, B) Placas de 24 pozos por triplicado para
cada anticuerpo por cada linea celular; C) Preparacién de muestras (Fijacioén,
permeabilizacion y bloqueo); D) Antficuerpo primario; E) Anticuerpo secundario; F)
Microscopio de fluorescencia,

PROTOCOLO

I.  Serealizaron 2 lavados de las células con PBS 1X (Biowest).
ll.  Las células se fijaron con formalina neutra al 4% durante 30 min a
tfemperatura ambiente.

. Se retird el fijador y se lavaron las células 2 veces con PBS 1X (Biowest).
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IV. Se permeabilizd con Triton al 0.025% (Sigma-Aldrich) en PBS 1X (Biowest)
durante 20 min. a temperatura ambiente.

V. Selavaron 2 veces las células durante 5 min. con PBS 1X (Biowest).

VI. Las células se bloquearon con BSA (Bovine Serum Albumin, Santa Cruz

Biotechnologies) al 3 % en PBS 1x (Biowest) durante 1 hora, a temperatura

ambiente.
VII.  Se realizaron 3 lavados de 5 min con PBS 1X (Biowest).
VIIl.  Se colocd el anticuerpo primario (anficuerpo anti-CD44, ABCAM) a una

dilucién 1:500 en BSA (Santa Cruz Biotechnologies) al 1%, se dejé incubando
toda la hoche a 4°C.

IX.  Selavaron las células con PBS 1X (Biowest).

X. El anticuerpo secundario Goat anti-rat 1IgG (Alexa fluor 488, Molecular
probes) se colocd a una dilucion 1:500 en BSA al 1%, (Santa Cruz,
Biotechnologies) se dejé incubando por dos horas a 4°C, protegiéndolo de
la luz.

Xl.  Las muestras se observaron en el microscopio de fluorescencia.

Para este estudio se usd Live & Dead (Invifrogen Molecular Probes) es un kit de
viabilidad/citotoxicidad celular, utilizado como un método combinado para la
evaluacion de la integridad celular y la integridad de la membrana plasmatica.
Emitiendo fluorescencia de dos colores, el cual se basa en la determinacion
simultdnea de células vivas y muertas.

Las células vivas se distinguen por la presencia de la actividad esterasa intracelular,
determinado por la conversion enzimdtica de la calceina fluorescente AM,
produciendo una fluorescencia verde en las células vivas (Ex / em ~ 495 nm / ~ 515
nm). EI homodimero de efidio (EthD-1) entra en las células con membranas
danadas, uniéndose a los dcidos nucleicos, de esta manera produce una
fluorescencia de color rojo brillante en las células muertas (Ex / em ~ 495 nm / ~ 635

nm). EthD-1 se excluye por la membrana plasmdatica intacta de las células vivas.
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Célula viva o Célula muerta

Figura 36: Resumen de la metodologia de live and dead.

A) Placas de 24 pozos por friplicado para cada tiempo de andlisis, por cada linea
celular B) Microscopia de campo claro 4X, 5, 000 células; C) Solucién de live & dead);
D) Incubar a temperatura ambiente por 20 min.; F) Ver al microscopio de
fluorescencia

Protocolo para Live & Dead
Material
e PBS 1X (Biowest)
e Micropipetas Tul,100ul y 1000 i
e Calceina
e Homodimero de efidio

e Microscopio confocal

Para este ensayo se evaluaron 3 tiempos (1, 3y 10 dias) de ambas lineas celulares,
hDPSCs y SHEDs, se sembraron 5000 células en cubreobjetos para cada tiempo.

I.  Las células se lavaron tres veces con PBS 1x (Biowest)

ll.  La solucion de frabajo se prepard con 997ul de PBS 1x (Biowest), 0.5ul de

Calceina, 2ul de homodimero de etidio, protegiéndolo de la luz.
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lll.  Se colocaron 300uL de la dilucion por pozo, incubando a temperatura

ambiente durante 30 min.

IV. Las células se lavaron dos veces con PBS 1x (Biowest). Se observd al

microscopio de fluorescencia.

V. La viabilidad celular y el nUmero de células vivas en los dias 3, 7 y 14 dias se

determinaron de la siguiente manera: (Xiao-Fei Wang 2016).

D 100% = células vivas
Viabilidad celular (%) =

Células vivas + células muertas

8) Ensayo de la localizacion de mitocondrias en las células troncales por Mitotracker

Deep Red FM.

La localizacion mitocondrial se llevé a cabo con Mitotracker Deep Red FM
(Invitrogen—-Molecular Probes), es un colorante rojo fluorescente que tine las
mitocondrias de las células vivas. La localizacion mitocondrial con Mitotracker
Deep red FM se ha informado previamente en fibroblastos y monocitos de ratdon
(Adrew B.J. et al. 2012).
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Figura 21: Resumen de la metodologia de Mitotracker Deep Red FM.
A) Placas de 24 pozos por triplicado para cada linea celular con 5 ml células por muestra. B)
Mitrotracker Deep Red FM,C) Incubar a temperatura ambiente por 20 min.; F) Ver al
microscopio de fluorescencia.
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Protocolo

I.  Se sembraron células a una densidad de 1x10% en cubreobjetos.

ll.  Lafijacion de las células se realizd con formaldehido al 4% a 37°C durante
15 min, posteriormente se permeabilizaron con Tritdn 100x al 2% en PBS1X
(Biowest), durante 10 minutos a temperatura ambiente.

. Selavaron con PBS 1X (Biowest) durante 5 minutos

IV.  Se agregod 10 ul de Mitotracker Deep Red FM, protegiéndolo de la luz se
incubd durante 45 min a 37°C y se observdé al microscopio de

fluorescencia.
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Capitulo VII

RESULTADOS

Exiraccion de dientes

Se obtuvieron cinco terceros molares de sujetos entre 15 y 18 anos de edad y
dientes temporales de sujetos de 6 y ? anos de edad en la Clinica Odontoldgica
Cuautepec de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala de la UNAM, bajo el
consentimiento informado de los donantes y/o padre o tutor del menor, los dientes
fueron trasladados al Laboratorio de Ingenieria Tisular de la FESI-UNAM, a 4°C en

medio de transporte para su procesamiento.

Diente Temporal Diente permanente

Figura 22: A) Canino temporal, B) Tercer molar
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Obtencién de pulpa dental humano

Se logré obtener pulpa dental de los terceros molares haciendo un corte nivel
amelo-cementaria y la pulpa dental de dientes tfemporales se obtuvo con una lima

endododntica.

Pulpa de diente temporal Pulpa de tercer molar

Figura 23: A) Tejido pulpar del canino temporal B) fejido pulpar del tercer
molar. Las flechas senalan el tejido pulpar.
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Cultivo celular

En este estudio se obtuvo una poblacidn heterogénea de pulpa dental de terceros
molares (Atari M et al. 2012 Y Gronthos S et al. 2000) y de dientes temporales
mostrando una tipica morfologia similar a fibroblastos [Fig. 24] (Homayounfar N,
2016; Huang et al. 2006; Gronthos S. et al. 2000), con adherencia al plastico después

de las 24 horas del cultivo

Pulpa de diente temporal Pulpa de diente permanente

Figura 24: Microscopia de campo claro, A) cultivo primario de pulpa dental de dientes
temporales (canino superior derecho) y B) pulpa dental de dientes permanentes (terceros
molares) mediante digestion enzimatica con 4mg/ml de colagenasa después de 24 horas en
cultivo, magnificado a 20x. Las células migran de los fragmentos de los tejidos pulpares

adhiriéndose a la placa de cultivo.
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El cultivo celular heterogéneo obtenido de la pulpa dental de los terceros molares
y de los dientes temporales se filtrd a través de columnas para MACS cargadas con
microperlas positivas para CD44, se sembraron en una caja de 75 tipo “T" falcon,

las dos semanas alcanzaron una confluencia del 90%.

HDPSCs

Figura 2é: Microscopia de campo claro 10x. A) Células caracterizadas con CD44+

de pulpa dental de dientes temporales (SHEDs). B) Células caracterizadas con

CD44+ pulpa dental de terceros molares (hDPSCs).
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Determinacion de la viabilidad Celular

Con el fin de examinar la viabilidad celular in vitro de las hDPSCs y las SHEDs, las
células fueron tratadas con el kit de Live & Dead, evaluando 3, 7 y 14 dias en cultivo
celular como se muestra en la [Figura 27]. Los resultados mostraron que la viabilidad

celular de las hDPSCs es mayor en comparacion con las SHEDs.

Figura 28: Microscopia confocal con magnificaciéon 10x y 40x. Células vivas
tenidas de color verde, células muertas etiquetadas de color rojo.



Porcentaje de Viabilidad celular

100.00%

95.00%

90.00%

85.00%

80.00%

75.00%

70.00%

3 dias 7 dias 14 dias
H DPSCs 92.31% 94.66% 97.38%

m SHEDs 88.16% 85.03% 81.29%

Figura 46: Grafica con los porcentajes de viabilidad celular de las SHEDs y
hDPSCs en los distintos tiempos de evaluacién, mostrando un mayor

porcentaje de células vivas de hDPSCs.

Tincién y deteccion de las mitocondrias.

Las mitocondrias se visualizaron en DPSCs y SHEDs mediante un colorante especifico
mitocondrial, Mitotracker Deep Red FM. En pulpa dental de terceros molares y de
dientes temporales se detectaron las mitocondrias en grupos al rededor del nicleo

y disminuyendo a lo largo del citoplasma.

SHEDs HDPSCs
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Figura 29:

A) y B) Microscopia confocal
40x .Tincién de mitocondrias
en DPSCs y en SHEDs con
MitoTracker Deep Red FM.

C) y D) Microscopia confocal
40x. Mitocondrias en DPSCs y
en SHEDs con MitoTracker
Deep Red FM, tincién del
nucleo con DAPI.

Capitulo VIII

DISCUSION
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La Ingenieria tisular es una nueva ciencia (Longer R. y Vacanti JP. 1993), basada en
tres componentes, células, biomateriales y factores de crecimiento (Vacanti JP.
1998). La funciéon principal de la IT es la de construir sustitutos bioldgicos para
después ser colocados o implantados en animales o en los humanos para sustituir
tejidos u érganos que han sido danados por algunas causas como: enfermedades,
accidentes, traumatismos o sindromes; esta terapia es definida como medicina
regenerativa o medicina traslacional. Antes de llevarse a la aplicacién clinica, las
células deben cumplir ciertos requisitos, con base a su eficacia, viabilidad,
garantizando su progenie en cada de uno de los pases celulares (Martin-Piedra et
al. 2013; Alaminos M A et al. 2011).

Las células troncales de pulpa dental humana, representan un interés muy atractivo
como fuente de MSCs por su facil acceso y minima invasion, sobre todo por su alta
capacidad metabdlica en comparaciéon con las células de medula ésea (Alge DL
et al. 2010).

Las hDPSCs se obtienen, regularmente de terceros molares o muelas del juicio que
a menudo son desechados o son indicados para extraccidon por razones de

tratamientos en ortodoncia, (Kaneko T et al. 2018, Gronthos et al. 2000).

Desde el descubrimiento de las hDPSCs de terceros molares por Gronthos en el 2000
y de dientes deciduos exfoliados (SHEDs) por Miura en el 2003, se ha analizado su
potencial de auto-renovaciéon ademds de su capacidad de multidifferenciacion a
osteoblastos, hepatocitos, adipocitos, células neuronales, condrocitos, miocitos y
odontoblastos. (Nan Zhan et al. en el 2016; Ferro et al. en el 2012; BernardiL en el
2011 et al; Eslaminejad MB et al. en el 2010; Govindasamy V en el 2010 y Zhang W
et al. 2006).

Las células de pulpa dental se pueden cultivar por técnica por explante o por la
técnica de digestion enzimdatica (Chen KL et al. 2016, Yildirim et al. 2013; Huang JT.
et al. 2006). Bakopoulou y Ferrua mencionan que estd ultima, es el método de
eleccion en mas del 54% de los estudios para el cultivo de hDPSCs y SHEDs,

utilizando una combinacién de colagenasa fipo | y dispasa, y el 17% de los
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investigadores prefirieren utilizar colagenasa tipo |, como Unico agente enzimdtico
(Ebrahimi D M et al. 2018).

Para esta tesis se empled la metodologia de Villa J et al. 2016 con modificacién, la
cual consistid en dejar el tejido en colagensa por 20 minutos. En ese sentido,
nuestros resultados concuerdan con Villa J et al. 2016 al obtener células a las 24
horas posterior al cultivo celular de la pulpa dental de los terceros molares y de

dientes deciduos.

Por otro lado, otros autores han conseguido células posteriores a las 24 horas de
cultivo por ejemplo, Gronthos en el 2000 reporta que obtuvo células al quinto dia;

Karamzadeh Ren el 2011 alos 10 dias, y Nang Zhang en el 2016 de 2 a 3 semanas.

Las células obtenidas en este estudio presentaron una morfologia fibroblastoide
con adherencia al plastico (Ebrahimi D M, 2018; Dominicci, et al.1991; Friendentein
1876).

Respecto ala confluencia celular de las hDPSCs de terceros molares Wang J en el
2010 la logré en el quinto dia, Villa J. en el 2016 la obtuvo entre los dias quinto y
séptimo (Villa J et al. 2016), mientras que en este frabajo se obtuvo en el séptimo
dia. Hasta el dia de hoy no existe reporte de la confluencia celular de las SHEDs. Un
hallazgo en la presente investigacion y, en nuestros resultados es, que logramos

obtener una confluencia celular del 90% en el tercer dia de las SHEDs.

Se ha informado que los marcadores de superficie celular STRO-1, CD73, CD44,
CD90, CD105, CD146 y Oct4 son idoneos para identificar a MSCs. (Ji-Hyun Jang
et.al.,.2016. CD44 y STRO-1 expresado en hDPSCs y en SHEDs por Yasu T en el 2017,
Ruth Alvarez en el 2015, Hadaegh en el 2014, Kawashima en el 2012, Sytrus T en el
2011, Lisiane Bernardi en el 2011, Miura en el 2003, y Gronthos en el 2000. Los
resultados obtenidos en esta investigacion concuerdan con los resultados
publicados con dichos autores, tanto hDPSCs como SHEDs, expresaron CD44 y
STRO-1.
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En el area de la ingenieria tisular, la evaluaciéon de la viabilidad de las células en los
constfrutos tisulares, constituye unos de los principals objetivos de los protocols de
contfrol de calidad. Por lado, uno de los limites o desventajas del uso del
mitrotracker es que es un ensayo que se realiza especificamente en células vivas
, discriminando a las celulas muertas. La importancia de evaluar los diferentes
tiempos de cultivo in vifro de las células froncales es obtener una mayor

informacion para futuros estudios con mitotracker .

La determinacién de la viabilidad celular es un ensayo predictivo para un buen
funcionamiento de los futuros tejidos que se elaboren a partir de la IT con células
y/o células troncales. Es necesario garantizar la calidad y el potencial regenerativo
de las células utilizadas en los protocolos de IT (cultivo, aislamiento expansién etc.)
(Montalvo 2008). Por lado, uno de los limites o desventajas del uso del mitrotracker
es que es un ensayo que se redliza especificamente en células vivas
discriminando a las celulas muertas. La importancia de evaluar los diferentes
tiempos de cultivo in vitro de las células troncales es obtener una mayor

informacion para futuros estudios con mitotracker

Al comparar los resultados del porcentaje de viabilidad obtenidos en esta tesis
entre las hDPSCs y las SHEDs, se demostrd que el porcentaje de células vivas en las
hDPSCs fue en aumento, durante el franscurso de los dias (dia 1, 7, 14) ,coincidiendo
con lo reportado por Gonzdlez A. en el 2016, , por su parte Mohamed DA
(Mohamed DA.et.al.,2017) evalud la viabilidad en el P1,a los dias: 1,3, 5,7, 9,11y
14, mostrando una mayor viabilidad en el dia 9; discutiendo sus resultados con los
de esta tesis, Mohamed et.,al. en el dia 11 tuvieron una disminucion de viabilidad,

mientras que en esta investigacion se incrementé

Posiblemente esto se deba al nUmero de células que Mohamed DA sembrd
inicialmente (15 mil células), mientras que nosotros sembramos 5 mil células por
pozo, la perdida de la viabilidad celular en él dia 11 pueda deberse a un exceso

en el nUmero de células sobre la superficie del pozo.
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Por ofro lado, el porcentaje de viabilidad de las SHEDs con las hDPSCs fue
disminuyendo con el paso de los dias: Dia 1 (86.66%), dia 7 (85.03), dia 14 (81.29%).
Probablemente estos resultados se deban al proceso de rizdlisis en el que se

encuentran los dientes temporales (Bernardi L. ef, al.,2016).

En la actualidad se tiene pocos reportes sobre las propiedades mitocondriales en
células troncales mesenguimales. Tales como pafrones de localizaciéon
mitocondrial, consumo de oxigeno y contenido de ATP; Folmes et al.2011; ; Prigione
et al. 2010 y Kondoh et al. 2007.

Si bien las mitocondrias en las células diferenciadas poseen una morfologia
compleja con crestas bien desarrolladas, matriz mds densa y apariencia alargada,
las iPSCSs, ESCs, MSCs, contienen mitocondrias funcionalmente inmaduras con
forma globular, crestas poco desarrolladas y localizacién perinuclear (Chung et al.
2010; Prigione et al. 2010; Facucho-Oliveira y St John, 2009). Lonergan y Bavister
discuten la importancia de la disposicion perinuclear de las mitocondrias, como un
rasgo caracteristico de stemness en células troncales. Se ha sugerido que la
morfologia, la localizacién, la cantidad y la funcidon de las mitocondrias podrian
usarse como marcadores de MSCs. La fincion mitocondrial por MitoTracker Green,
MitoTracker Red CMXRos, han sido usados para la localizacién de mitocondrias en
células difereciadas y células froncales (Buravkov SVet al. 2014)

Con base a publicaciones anteriores , se planted como hipdtesis para esta tesis
lograr la tincion de las mitocondrias a tfravés de Mitotracker Red Deep Fm en células
froncales de pulpa dental de terceros molares y de dientes temporales, para
establecer la fincion de mitocondrias como una alternativa en la evaluacion de la

froncalidad.

En la actualidad no existen reportes de las mitocondrias en células troncales de
origen dental, sin embargo se ha demostrado mitocondrias en ESCs humano,
BMMSCs en mono/caballo, iPSCs, células troncales de tejido adiposo de
mono/humano y en células troncales de placenta humana, con una disposicidon

prenuclear usando Mitotracker Green y TEM. Los resultados obtenidos en esta
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investigacion muestran mitocondrias en DPSCs y en SHEDs en un pase celular
temprano (P3), dichos resultados se asemejan a los obtenidos en células froncales
de tejido adiposo por Lonergan et al., ESCs de ratén por Andrew B. J. Prowse,
observando una mayor intensidad de fluorescencia alrededor del nuicleo,
disminuyendo a lo largo del citoplasma. El kit de Mitofracker Deep Red FM, se
puede considerar como una técnica de marcador predictivo de células tfroncales,

si bien a un falta hacer un mayor nUmero de ensayos para definir la técnica de

fincion.
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Capitulo IX

CONCLUSION

Las células troncales es una opcidn prometedora en el drea de la ingenieria tisular.
Sin embargo, la funcion, morfologia y ubicacion de las mitocondrias durante la
diferenciacién celular ain no se ha descrito por completo. Hemos usado
MitoTracker Deep Red FM como anticuerpo especifico contra las mitocondrias en
DPSCs y en SHEDs para la deteccién y la localizacién mitocondrial, los resultados
exponen mitocondrias en células froncales de pulpa dental tanto en dientes
temporales como en definitivos, por ofro lado se necesita tenir el nicleo vy el
citoplasma para poder determinar con mayor exactitud la ubicacién de las

mitocondrias en el citoplasma.

Perspectivas

Perfeccionar la técnica de tincién de Ias mitocondrias en las DPSCs y en SHEDs

Usar anticuerpos especificos contra ndcleo y citoplasma para ubicar la

distribucién de las mitocondrias en las células.

Tenir y ubicar las mitocondrias de las DPSCs y SHED,s antes, durante y después de

la diferenciacion inducida.

Emplear andlisis estadistico de la poblacién de las DPSCs y SHEDs con

mitocondrias perinucleares.
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