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Resumen

La terapia regenerativa en equinos ha mostrado resultados prometedores en el campo de la
medicina veterinaria con el uso de nuevas células madre, los resultados de estos tratamientos
dependen en gran medida del manejo correcto de la muestra, aislamiento y cultivo. El objetivo
de la presente tesis fue aislar y cultivar células madre de la pulpa (CMPD) de dientes molares de
Equus ferus caballus (caballo). La investigacion se realizd en el Laboratorio de
Biotecnologia Animal de la Universidad Ricardo Palma entre enero y diciembre del
2018, y se emplearon dientes molares de caballos. Se realiz6 la extraccion, aislamiento
y cultivo de la pulpa dental y se calculd el tiempo minimo para el aislamiento de las
CMPD vy los datos se analizaron con el test de Friedman; ademas se utilizo el test de
Wilcoxon con ajuste de Benferroni con un 95% de confiabilidad mediante el paquete
estadistico SPSS v.23.

Se aislaron las CMPD equinas que expresaron una morfologia fibroblastoide tipica. El
tiempo de aislamiento fue en 10.8 dias, cuantitativamente menor que investigaciones
anteriores, en comparacion al tiempo de confluencia al 70% del tercer subcultivo, el
cual fue de 3.77 dias. Los resultados indican que a medida que progresa el cultivo, el
tiempo de duplicacién celular disminuye, mientras que el nimero de duplicacion
poblacional aumenta. Se puede aislar y cultivar in vitro CMPD equina mediante el

método de explante, las cuales manifestaron una morfologia tipo fibroblasto.

Palabras clave: Células madre, pulpa dental, cultivo in vitro, caballo.



Abstract

Regenerative therapy in horses has shown promising results in the field of veterinary
medicine with the use of new stem cells, the results of these treatments depend largely
on the correct handling of the sample, isolation and culture. The objective of this thesis
was to isolate and grow pulp stem cells from molar teeth (SCMT) of Equus ferus
caballus (horse). The research was conducted in the Animal Biotechnology Laboratory
of the Ricardo Palma University between January and December 2018, and molar teeth
of horses were used. The extraction, isolation and culture of the dental pulp was
performed and the minimum time for the isolation of the SCMT was calculated and the
data was analyzed with the Friedman test; In addition, the Wilcoxon test with
Benferroni adjustment was used with 95% reliability using the statistical package SPSS
v.23.

Equine SCMTs that expressed a typical fibroblastoid morphology were isolated. The
isolation time was 10.8 days, quantitatively less than previous research, compared to the
70% confluence time of the third subculture, which was 3.77 days. The results indicate
that as the culture progresses, the cell doubling time decreases, while the population
doubling number increases. Equine SCMT can be isolated and cultured in vitro using

the explant method, which showed a fibroblast type morphology.

Keywords: Stem cells, dental pulp, in vitro culture, horse.
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.  INTRODUCCION

El Peru cuenta con una raza de caballos reconocida a nivel mundial, el Caballo de Paso Peruano.
Estos animales sobresalen por su adiestramiento especializado y su gran belleza haciéndolos un
patrimonio importante de la nacién. Estos ejemplares son usados en ocasiones especiales como
ceremonias protocolares, bailes tipicos como la marinera e inclusive mucho de ellos forman
parte de escolta presidencial, ademas de participar a nivel internacional en competencias
ecuestres. Los deportes ecuestres y la actividad de alta intensidad suelen exigir de una manera
superlativa a los animales generando como consecuencia un desgaste tremendo a nivel de los
ligamentos, tendones e inclusive cartilagos. Este tipo de problemas pueden presentarse
recurrentemente en este tipo de caballos teniendo como foco a los tendones flexores digitales

superficiales y lesiones asociadas a osteoartritis.

Los tratamientos estan basados en el uso de corticoides y cirugia para este tipo de lesiones las
cuales suelen llevar demasiado tiempo de recuperacion y lastimosamente tiene un éxito sub
optimo conllevando a una alta tasa de recurrencia de las lesiones. Este dafio puede comprometer
seriamente la movilidad del animal no teniendo mas opcién que el beneficio y generando de esa

manera una gran pérdida para el criador.

Otro tipo de tecnologia esta abriéndose paso en el mundo veterinario, la terapia celular basada
en células madre mesenquimales. Las células madre mesenquimales estan definidas como
células de origen mesodermal que presentan una caracteristica en especial, su gran capacidad
pluripotencial, el hecho poder diferenciarse en un gran nimero de linajes celulares confiere a las

células madre una gran relevancia en el uso de terapias regenerativas.

Durante la etapa del desarrollo embrionario, interacciones epitelio—mesénquima determinan la
formacién de todos los componentes dentales incluyendo la pulpa. La compleja estructura
dental provee dureza y proteccion, pero a su vez es vulnerable a lesiones causadas por agentes
microbianos, trauma mecanico y/o quimico, defectos congénitos, entre otros. Infortunadamente
los componentes dentales no poseen la capacidad para regenerarse después que una lesion
genera dafios estructurales, pero se ha observado que pueden presentar procesos reparativos
limitados como la formacién de dentina terciaria, la cual es una matriz mineralizada que sirve
como barrera protectora de la pulpa dental cuando las lesiones no han generado dafio

irreversible en dicho tejido.

Uno de los elementos claves para la ingenieria de tejidos son las células madre o stem cell (SC),
definidas como células con la capacidad de dividirse continuamente para auto-replicarse o
producir células especializadas que pueden diferenciarse en otros tipos de células o tejidos

(diferenciacion multilinaje). Basadas en su origen, pueden categorizarse en dos tipos: células
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madre embrionarias (ESCs) y células madre postnatales, adultas o somaticas (ASCs). Las ASCs
a su vez se clasifican segtn su origen en células madre hematopoyéticas (HSCs) obtenidas del
corddon umbilical o de la sangre periférica y en células madre mesenquimales (MSCs) que
residen en una variedad de tejidos como la médula dsea, dermis, higado, pulpa dental, mucosa
bucal, entre otras.

Actualmente se contempla la aplicacion de terapias que promuevan la regeneracion y mejoren la
reparacion de los tejidos dentales, a partir de la identificacion y aislamiento de células

progenitoras odontogénicas de la pulpa de dientes.

Al determinar el tipo de célula madre a usar, las células madre de la pulpa dental tienen ventajas
sobre otro tipo de MSCs o HSCs (derivadas de médula 6sea, tejido adiposo, sangre periférica o
sangre de corddn umbilical), ya que su fuente son los dientes extraidos por indicacion
terapéutica (generalmente dientes permanentes como terceros molares incluidos o premolares

por indicacién ortoddntica), lo cual involucra muy baja morbilidad y pocas implicaciones éticas.

Para la medicina veterinaria moderna es importante optimizar la metodologia disponible para la
obtencion de muestra, cultivo y caracterizacion de MSCs provenientes de la pulpa de dientes
pre-molares permanentes, debiendo establecerse las principales caracteristicas de las etapas y
métodos empleados ya que los estudios presentan discrepancias que pueden deberse al afio de
realizacion, la disponibilidad de insumos, reactivos y equipos en los laboratorios donde se
generaron, y la experiencia de las personas a cargo e incluso el presupuesto con el que se

contaba para la realizacion de cada estudio.

Asi pues, en los ultimos afios han sido multiples los trabajos publicados en los que se ha
estudiado el comportamiento en diferentes entornos bioldgicos de las células madre presentes en
los diferentes tejidos y su capacidad para regenerar los tejidos dafiados, asi como distintas vias

de aislamiento, a fin de inducir su diferenciacion y estimular su actividad secretora.

El uso de esta terapia genera mucho interés en el &mbito cientifico por sus grandes ventajas
demostradas, lamentablemente a nivel local no se ha logrado difundir ampliamente, por lo que

el uso de estas terapias amerita ser investigadas.

Poder entender los mecanismos celulares implicados en los procesos de regeneracion tisular del
organismo es crucial para desarrollar alternativas terapéuticas seguras, predecibles y efectivas
gue nos permitan mejorar las empleadas actualmente en las diversas patologias que afectan al
individuo, por lo que es de capital importancia optimizar la metodologia de aislamiento de estas

células.

Para entender mejor el &mbito de la presente investigacion, debemos tener en cuenta que las

células madre mesenquimales (CMM) o (MSCs por sus siglas en inglés), son células adultas
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pluripotentes con morfologia fibroblastoide, con la capacidad para diferenciarse hacia células de

origen mesodérmico como osteocitos, condrocitos, adipocitos, tanto in vivo como in vitro.

Varios estudios han asignado a este grupo celular diversos nombres como: células de estroma
medular, unidades formadoras de colonias fibroblastoides, precursores estromales o células
adultas progenitoras multipotentes o MAPCs (Multi-Potent Adult Progenitor Cells).

La informacion obtenida hasta la fecha indica que las células madre mesenquimales pueden
aislarse de muchos tejidos animales incluyendo tejido adiposo, higado, bazo, testiculos, sangre
menstrual, fluido amnidtico, pancreas, periostio, membrana sinovial, liquido sinovial, misculo
esquelético, dermis, pericitos, hueso trabecular, cordon umbilical humano, pulmén, pulpa
dental, e incluso de sangre periférica, sugiriendo que las células madre mesenquimales estan

ampliamente distribuidas in vivo.

Uno de las mayores dificultades para el uso de las células madre mesenquimales, es la
concepcidn de que estas células solo funcionan a un nivel autélogo, generando que se tengan
que realizar un almacenamiento muchas veces a largo plazo hasta el momento de su aplicacion,
logistica que encarece el tratamiento. Otro detalle que se suma a este escenario es la dificultad
de su obtencidn; usualmente, las células suelen obtenerse a través de una puncién en la médula
6sea 0 mediante incisiones subcutaneas en blsgueda de grasa, lo cual requiere tener al paciente

bajo anestesia general y conlleva un cierto nivel de riesgo.

La terapia regenerativa en equinos ha mostrado resultados prometedores en el campo de la
medicina veterinaria, y los resultados de estos tratamientos dependen en gran medida del
manejo correcto de la muestra, aislamiento y cultivo. Los protocolos clasicos del cultivo de
células estan basados ampliamente en la suplementacién de suero fetal bovino (SFB) al medio
ya gue este posee en gran cantidad citoquinas y factores de crecimiento; otro factor que favorece
su utilizacion es la facilidad de su obtencion ya que la mayoria de casas comerciales cuentan
con el producto. Sin embargo, el uso de este compuesto ha presentado una alta variabilidad
entre los lotes de produccidn generando muchas veces resultados muy poco reproducibles y otro
detalle relacionado al uso del SVF es el riesgo inmune ya que al provenir de otra especie se
podria generar algunos anticuerpos en las células cultivadas y comprometer seriamente el

tratamiento, pudiendo causar algun tipo de alergia y rechazo.

Estas caracteristicas convierten a las células madre mesenquimales en un potencial beneficioso
para la terapia celular, la ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa para un diverso rango

de enfermedades, lesiones de médula ésea, quemaduras, osteoartritis, entre otras.

Ahora bien, debemos considerar que la importancia de la especie equina radica en que

constituye el motor animal por excelencia utilizado en todos los paises del mundo, constituyd
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una notable fuente alimentaria para el hombre, era uno de los animales que con més frecuencia
cazaba el hombre primitivo. A partir de su domesticacion se inicia una estrecha relacion del
animal con el hombre, que mas tarde lo utiliz6 como transporte, para la traccion, la guerra'y en

deportes ecuestres.

De los deportes ecuestres, la hipica crea un escenario donde los animales que participan en ella
elevan su valor a partir del nimero de sus victorias, lamentablemente el tiempo de vida
deportiva de estos animales es sumamente corta debido al desgaste fisico que se da en cada
carrera. Considerados Unicos en su género por su conformacion anatémica y peculiares formas
exteriores, el Caballo de Paso Peruano forma parte del rico acervo cultural nacional, reconocido
en todos los rincones del mundo y es requerido para competencias muy exigentes que
evidentemente producen degaste fisico. Esto mismo se repite en caballos usados para

actividades relacionadas con la seguridad pubica por el ejército y la policia peruana.

Los estudios in vitro son ideales para la observacion y el analisis de una determinada
linea celular bajo condiciones especificas ya que los cultivos celulares no cuentan con el gran

namero de variables presentes en un estudio in vivo.

El trasplante de células madre adultas se emplea en distintos campos de la medicina veterinaria
como en la regeneracion cardiaca, cirugia ortopédica y traumatologia. La terapia celular tiene
como objetivo impulsar la capacidad regenerativa del propio organismo disminuyendo el uso de

materiales artificiales.

El uso clinico de las células madre mesenquimales o de sus factores solubles es muy prometedor

en los campos de ingenieria de tejidos y medicina regenerativa.

El objetivo de la presente investigacion es aislar y cultivar células madre obtenidas de dientes
molares de equino, evaluando en esta el tiempo de aislamiento, asi como la morfologia que
expresan estas células a nivel in vitro, estos indicadores seran claves para entender los
mecanismos celulares que se utilizardn en la terapia celular. Asi mismo nos ayudara, con el

tratamiento de enfermedades osteo-articulares en diferentes modelos de animales.
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1.  OBJETIVOS

Objetivo general
Aislar y cultivar células madre de la pulpa de dientes molares de Equus ferus caballus (caballo)
Obijetivos especificos

e Obtencidn de la pulpa de dientes molares extraidos de cabezas de caballos.

e Aislar y cultivar in vitro las células madre de pulpa de dientes molares equinos
(CMPDE), utilizando el método de explante.

e Evaluar el tiempo de aislamiento y la morfologia las células madre de la pulpa de

dientes molares equinos (CMPDE)
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I1l. MARCO TEORICO

3.1.CULTIVO CELULAR
Desde hace afios se demostr6 que las células podian extraerse de los tejidos y proliferar in vitro

en condiciones de esterilidad rigurosa. Para ello habia que reproducir en laboratorio las
condiciones fisicas (pH, osmolaridad), necesidades nutritivas (aminoacidos, purinas y
pirimidinas, lipidos, carbohidratos, vitaminas, coenzimas y sales) factores de crecimiento y
medios de defensa contra las infecciones. Era importantisimo reproducir y mantener los valores
exactos de estos requerimientos, pero no se conocian. Por eso, el primer medio de cultivo fue el
suero salino u otros liquidos biolégicos, pero hacian fallar el cultivo porque los nutrientes que
habia en ellos eran muy dificiles de controlar. De ahi que se empezaran a comercializar medios
de cultivo definidos quimicamente. Una evolucion més en el cultivo celular es la de introducir
en los medios de cultivo factores de crecimiento. Sin embargo, estos factores son dificiles de
aislar, actian normalmente en colaboraciéon con otros factores e interaccionan con otros

nutrientes.

Los cultivos celulares han permitido un estudio minucioso de los fendmenos celulares. Permiten
obtener cantidades suficientes de poblaciones de células homogéneas de manera reproducible,
por lo que se pueden utilizar como modelos en el estudio de los mecanismos celulares. Pueden
realizarse estudios sobre metabolismo celular, control de crecimiento, mecanismos moleculares
de diferenciacion, requerimientos nutritivos, analisis clonal de los descendientes individuales de

cada célula.

Las diferencias de comportamiento que puede exhibir un mismo tipo celular in vivo e in vitro
hacen que no puedan extrapolarse sin mas los resultados obtenidos in vitro a la situacion real in

vivo.

Los principales tipos de técnicas para cultivos animales son tres: en medios semisélidos, en

monocapa Y en suspension.

3.2. CELULAS MADRE
Las células madre poseen capacidad clonogénica y autorenovadora y pueden

diferenciarse en mudltiples linajes celulares (Weissman IL, 2000). Las propiedades
clonogénica y autorenovadora denotan la capacidad de reproducirse siendo las células
hijas una réplica exacta precisa de las anteriores. Estas células pueden replicarse
muchas generaciones sin perder sus caracteristicas originales (Caplan Al 1991). Las
células madre mantienen la integridad estructural y funcional de los tejidos
reemplazando las células dafiadas.

Las células madre se pueden clasificar segin su potencialidad y segin su origen.
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3.2.1. Tipos de células madre seguin su origen
Por otro lado, segln su origen, pueden ser células madres embrionarias o adultas. La fuente de

celulas madre embrionarias son los embriones. Estos se pueden obtener a partir de los sobrantes
de fecundacion in vitro o generados por transferencia nuclear somatica. Las células madres
adultas se pueden obtener de diferentes tejidos adultos, del cordon umbilical, de la placenta, de

teratocarcinomas o carcinomas, especialmente los testiculares.

Las células madre embrionarias derivan del blastocisto y son pluripotentes, ya que pueden dar
lugar a todos los linajes celulares del cuerpo (endodermo, mesodermo y ectodermo). Sin
embargo, dados los problemas éticos y legales que plantean la utilizacion de este tipo de células,
nos centramos en las células madre adultas, que son multipotentes, y por tanto capaces de
diferenciarse en al menos dos tipos de células diferentes de un mismo tejido. Dentro de las

células madre adultas encontramos las células madre mesenquimales (CMM).
Por lo que podemos resumir en:

e Totipotentes: capaces de formar células de todos los linajes del organismo. En
los mamiferos solamente son el cigoto y las obtenidas a partir de los primeros
blastomeros.

e Pluripotentes: aquellas de las que pueden derivar células de todos los linajes
del cuerpo, pero no de los tejidos necesarios para el desarrollo del trofoblasto.
Son las del embrion de mas de 16 células hasta las de la masa granulosa del
blastocisto. A estas células, se les denomina células madre embrionarias.

e Multipotentes: son aquellas capaces de generar células de distintos tipos de un
mismo tejido, como especialmente son las hematopoyeéticas.

e Unipotentes: son las células madre adultas que producen células de un solo

linaje, como las espermatogonias.

3.2.2. Células madre mesenquimales
Como se ha descrito anteriormente, uno de los objetivos para el tratamiento 6ptimo con células

madre es de promover la regeneracion de las estructuras afectadas, entre las que se encuentran el
cartilago, masculo esquelético, tejido uterino, piel, etc., obteniendo un tejido que no sea de tipo
cicatricial sino que tenga las propiedades del tejido original. Aungue, como se ha comentado,
existen distintos productos biolégicos considerados con potencial regenerativo, son las células
madre mesenquimales (MSCSs) las que mas interés despiertan por sus multiples propiedades. Las
MSCs fueron descritas por primera vez por Friedenstein en 1970, siendo originalmente
denominadas como unidades formadoras de colonias con morfologia fibroblastica (CFU-F) por
sus propiedades observadas in vitro (Friedenstein et al., 1970). Desde entonces, su estudio ha

ido en aumento y se han observado en ellas distintas propiedades capaces de conferirles
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potencial terapéutico y regenerativo. Aungue en la presente Tesis el estudio de las MSCs se
centra en la basqueda de un tratamiento alternativo para las patologias articulares en el caballo,
como paciente y como modelo animal, pues son muchas las enfermedades en las que se estudia
su uso a dia de hoy. Como ejemplo, existen en la actualidad 688 ensayos clinicos en distintas
fases de ejecucion que utilizan MSCs aplicadas a diversas patologias.

Las MSCs pueden encontrarse en una gran variedad de tejidos del individuo, como médula
Osea, tejido adiposo, musculo, periostio, sangre periférica, corazon (Zhang et al., 2015b),
pulmon, rifidn, cerebro, timo, pancreas, piel, tejidos dentales como la pulpa (Mensing et al.,
2011; Tang et al., 2011), tenddn (Rui et al., 2010), membrana sinovial y liquido sinovial (de
Sousa et al., 2014), entre otros. De hecho, y por su gran capacidad de migracion, se considera
que las MSCs estan presentes en practicamente todo el organismo, encontrandose en los nichos
perivasculares, listas para salir al torrente sanguineo y desplazarse a donde sean necesarias (da
Silva Meirelles et al., 2006). Ademas, también pueden encontrarse MSCs en algunos tejidos
neonatales y asociados al nacimiento, como las anteriormente mencionadas sangre y gelatina de

Wharton del cordén umbilical, el liquido amniético o la placenta.

Aunque las MSCs estén presentes en una gran variedad de tejidos, no todos ellos son apropiados
para su aislamiento con fines terapéuticos, teniendo que seleccionarse 1os menos invasivos. En
la actualidad, las MSCs més frecuentemente estudiadas por su facil acceso son las derivadas de
médula 6sea (BM-MSCs) y grasa (AT-MSCs), con un creciente interés en las derivadas de
tejidos neonatales por su obtencién no invasiva, su mayor potencial de proliferacion y su baja
inmunogenicidad, lo que las hace atractivas sobre todo de cara a su uso alogénico (De Schauwer
et al.). Las BM-MSCs han sido las mayoritariamente empleadas para su estudio aplicativo a
patologias musculo-esqueléticas tanto en medicina humana (Mafi et al., 2011) como equina,
mostrando en esta especie un mayor potencial terapéutico que las AT-MSCs (Schnabel et al.,
2013). El incremento cada vez mayor en el nimero de fuentes alternativas de MSCs, como las
de tejidos neonatales, y el mayor conocimiento sobre los potenciales mecanismos de accién

terapéuticos de las MSCs podrian cambiar esta tendencia hacia el uso de otros origenes.

3.2.2.1. Fuentes de obtencién de MSCs
Las primeras células madre mesenquimales se aislaron de la medula 6sea (BM) y aunque es la

mayor fuente de células madre, hay otras fuentes de donde pueden obtenerse como tejido
adiposo, placenta, pancreas, cerebro, hueso trabecular, pulpa dental, membrana sinovial, sangre
periférica, foliculo piloso, ligamento periodontal, endometrio, cordén umbilical y sangre del
cordon umbilical. (Arévalo et al. 2007, Lv F et a.l 2014 y Potdar et al. 2015).

Esta amplia distribucion de MSCs puede ser explicada por la teoria de que estas células
provienen de vasos sanguineos, por eso estan presentes en todos los tejidos del organismo. De

esta manera el nimero de células madre en cada tejido es limitado, no se dividen en
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cirucunstancias normales porque estan inactivas pero cuando hay una lesion tisular, se dividen y

diferencian siendo su principal funcion la reparacion (Agha-Hosseini et al. 2010).

La obtencion de MSCs de la BM presenta limitaciones como es el riesgo en la toma de la
muestra asi como la capacidad de proliferacion y diferenciacion de las células segun la edad del
donante. Por esta razon la obtencion de MSCs de fuentes menos invasivas y con mayor

capacidad de proliferacion como es la pulpa dental, es muy atrayente.

Dependiendo de la fuente de la que se obtenga la célula madre su morfologia sera mas
fibroblastoide (como la gran mayoria de las células madre aisladas de médula 6sea) o mas
ovoide. Esto demostraria que el fenotipo de las células depende de su origen. Segun Chang YJ
et al. en el 2010, las células madre derivadas de cordon umbilical no presentan el marcador de
superficie CD90 mientras que en las de médula Gsea esta presente en todas aunque esto no es

concluyente.

Segun los estudios pueden nombrarse como células de estroma medular, Unidades Formadoras
de colonias Fibroblastoides, Precursores Estromales o células adultas progenitoras

multipotentes.

3.2.3. Ceélulas madre de la pulpa dental
Tenemos que aclarar que este tipo de estudio no se ha realizado anteriormente en el modelo

equino, a continuacion, procederemos a describir el comportamiento de las células madre de

pulpa dental humana,

El primer tipo de células madre dentales fueron aisladas de la pulpa por Gronthos et al. (2000).
Fueron extraidas de terceros molares humanos y ademas de demostrar capacidad clonogénica,
fueron capaces de diferenciarlas hacia odontoblastos, y de formar el complejo dentinopulpar
cuando fueron implantadas subcutdneamente en ratas inmunocomprometidas. Se observo que
estas células presentaban un mayor porcentaje de proliferacion que las células madre
mesenguimales de médula désea (Shi S et al. 2001). También se han aislado células madre de
pulpa dental (CMPD) de ratones (Mina M y Braut A 2004), ratas (Zhang W et al. 2005) o
perros (lohara K et al. 2004). Las células madre de pulpa dental no solo se pueden obtener de
dientes sanos, sino también de dientes con pulpitis irreversible (Wang Z et al. 2010). Estas
células de pulpas con patologia muestran menor formacion de colonias y proliferacion, pero
similar expresién del marcador STRO-1 e induccion odontogénica ex vivo. Los autores
concluyeron que las pulpas dentales clinicamente comprometidas deben contener células
putativas con propiedades de células madre. Alongi et al. en el 20010 también estudiaron
células madre procedentes de pulpas inflamadas. Estas expresaron mayores niveles de los
marcadores STRO-1, CD-90, CD-105 y CD-146 que las células de pulpas normales. Las células

de ambos tipos de pulpas fueron positivas para CD-146, antigeno especifico embrionario fase 4
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(SSEA-4) y CD-166. La capacidad de duplicacion y la capacidad osteo/dentinogénica fueron
mayores en las células de las pulpas normales. Sin embargo las células de ambos tipos de pulpa

fueron capaces de formar el complejo dentino-pulpar de forma similar in vivo.

Las células madre de pulpa dental, ademas de hacia odontoblastos (Gronthos S et al. 2000;
Zhang W et al. 2006), se han podido diferenciar hacia adipocitos (Zhang W et al. 2006,
Gronthos S et al. 2002), neuronas (Zhang W et al. 2006, Gronthos S et al. 2002), hueso (Laino
G et al. 2006, Zhang W et al. 2006), musculo (Laino G et al.; Papaccio G et al.; Zhang W et al.
2006) o condrocitos (Zhang W et al. 2006,. Yu et al.; Yu J et al. 2010) observaron que las
células madre de pulpa dental que son positivas a STRO-1 se diferenciaron hacia odontoblastos,
osteoblastos y adipocitos, pero las mismas células después de 9 pases solo pudieron hacerlo
hacia osteoblastos. Recientemente se ha demostrado que la presencia de osteablastos, diferencia
estas células hacia linaje osteogénico. Ademas, las células madre de pulpa dental al ser
cultivadas con osteoblastos, presentaban una proliferacion mayor que las cultivadas en ausencia

de estos.

También se han realizado estudios para evaluar la influencia de la presion de O, en la
proliferacién del cultivo de células madre de pulpa dental. Sakdee et al. en el 2009, compararon
la proliferacion de células pulpares a distintas presiones de O2. Demostraron que las células
proliferaban mas al 3% que al 20%. El marcador CD133 decrecia al 3% de O2 mientras que el
STRO-1 aumentaba.

3.2.4. Criterios de la isct
En 2006, la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) propuso tres criterios para

determinar una célula madre mesenquimal:

I.  Adherencia al plastico in vitro. Capacidad que no presentan las células madre
hematopoyéticas.

Il.  Inmunofenotipo: expresan los siguientes marcadores de la superficie celular como el
CD73, CD90, y CD105 y la ausencia de los marcadores hematopoyéticos como el
CD45 (proteina tirosina fosfato receptor tipo C, es un marcador de leucocitos), y CD 34
(marcador celular de progenitores hematopeyéticos y edoteliales), CD14 y CD11b
(marcadores de monocitos y macréfagos), CD79a y CD19 (marcadores de células B) y
expresion de HLADR (complejo de histocompatibilidad).

Ill.  Limitada Plasticidad: Capacidad de diferenciacién a tres linajes celulares como son
osteoblastos, condroblastos y adipocitos in vitro bajo condiciones estandar de cultivo
(Otsuru et al. 2013, Cortes et al. 2013 y Dominici et al. 2006).

Ademas de lo propuesto por la ISCT, también se debe tener en cuenta dos aspectos adicionales

para clasificarlas como células madre: que las MSCs realicen procesos de autorenovacion, es
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decir, durante la division celular solo una de las células hijas debe iniciar programas de
diferenciacion celular y que sean capaces de desarrollar «plasticidad clonogénica» o
diferenciacion hacia tejidos de diferentes capas embrionarias como ectodermo (neuronas) y
endodermo (hepatocitos).

La capacidad de diferenciacion y proliferacion decrece a medida que aumenta la edad del

donante, asi como el tiempo en que permanecen las células en cultivo.

Las células madre mesenquimales tienen la capacidad de “Homing” o anidamiento. Esto
consiste en que migran y se acumulan en las zonas del cuerpo donde existe una lesion y por

tanto mayor concentracion de quimioquinas dado que tienen receptores para éstas.

En el afio 2012, Shinya Yamanaka y John Gurdon han realizado un excelente trabajo sobre iPSs
(iduced pluripotent stem cells) derivadas de células somaticas adultas. Se propusieron que las
células madre de la pulpa dental (DPSCs) pueden desarrollar iPSCs que pueden ser utilizados

para las terapias de diversas enfermedades (Potdar et al. 2015).

3.2.5. Celulas madre mesenquimales equinas
La terapia celular es de suma importancia para el tratamiento de lesiones en caballos que de otra

manera tienen un mal prondstico de recuperacion. En los ultimos afios debido al creciente
interés por su utilizacion en terapia celular para el tratamiento de lesiones, el nidmero de
publicaciones orientadas hacia el analisis de las propiedades in vitro de las MSCs equinas ha
aumentado aportando informacion sobre sus caracteristicas. Las MSCs equinas, de igual forma
que las humanas, pueden obtenerse de diferentes tejidos, siendo los principales la médula dsea
(Vidal et al., 2006) y el tejido adiposo (Vidal et al., 2007). En todos estos casos la seleccién de
las células se ha realizado por medio de la capacidad de adherencia al plastico que poseen. Una
vez en cultivo la morfologia que adquieren las MSCs equinas es la tipica de forma de huso

extendiendo procesos y mostrando un crecimiento en monocapa.
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IV. ANTECEDENTES

En estos ultimos afios se han visto avances excepcionales alrededor de la medicina regenerativa
viéndose a esta como una potencial solucién a muchos de los problemas que se presentan en la
especie equina, que giran alrededor de lesiones que comprometen la locomociéon de los
ejemplares y conducen a un término prematuro de labor e inclusive comprometen la vida del

animal generando costos altos a los criadores.

Normalmente en caballos de carrera la estadistica nos indica que un existe un riesgo de
incidencia de una lesion musculo esqueletal catastrofica de 0.83-18/ 1000 partidas y estas
probabilidades varian dependiendo de la raza, siendo los méas frecuentes las lesiones en los
miembros de la extremidad anterior derecha con un 56%, articulacion metacarpofalangeal de
34%, vertebral de 10% y el nGmero no reportado de lesiones catastréficas que se producen solo

en los entrenamientos (Sarrafian et al., 2012 y Beisser et al., 2014).

En los caballos de salto el panorama no varia demasiado, teniendo como problema principal las
lesiones en los tendones flexores y articulaciones debido a la excesiva carga repetitiva en ellos

sobretodo en el momento de descenso de los obstaculos (Meershoek et al., 2001).

Otro factor que influye en la aparicion de estos problemas locomotores son la misma
predisposicidn genética de los caballos a lesiones de este tipo, se ha observado que existe una
prevalencia alta en los caballos de paso a presentar una desmitis degenerativa en los ligamentos
suspensorios (Xie et al. 2011), una osteocondriosis en la zona plantar y palmar en caballos de
raza sueca(Jonsson et al. 2011) y alta heredabilidad en las lesiones del tendén flexor digital
superficial en los caballos ingleses de carrera(Welsh et al. 2014). Inclusive se deberia incluir en
estos datos las lesiones causadas por patadas y por mordidas por la misma interaccion entre los
caballos gque dependiendo de la zona del contacto pueden resultar muy peligrosas como son los
radios medios, la tibia ,los huesos metacarpales y metatarsales, zonas caracterizadas por estar
recubiertas por tejido suave y poco musculo, generando fracturas y fisuras con una prevalencia
de més de 21% (Knubben et al. 2008 y Schroeder et al. 2013).

Otro detalle a prestar atencién es la misma geografia de las zonas afectadas, ya que al estar en
lugares muy poco vascularizados presentan un potencial regenerativo reducido que complica la
recuperacién motriz y que en zonas como los cartilagos articulares son coadyudavados por una
mala lubricacién del liquido sinovial ,que se ve alterado en lesiones de alto impacto, resultando
pobre en hialurano y derivando en problemas osteoartriticos (Antonacci et al., 2013) y en caso
de los tendones, este impacto produce un cambio en la composicion de la matriz extracelular
que impide una correcta recuperacion y generando un pronéstico de alta recurrencia a la lesion
(Birch et al. 1998).
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Ante este bajo prondstico de recuperacion, el uso de los beneficios de la terapia de células
mesenquimales que mejoren la funcionalidad del tejido dafiado aparece como una alternativa
adecuada. Desde el trabajo pionero de Smith et al., 2003 el cual logro aislar, expandir y luego
administrar células madres autélogas equinas de medula 6sea en problemas del tenddn flexor
superficial revoluciono el panorama . Las células madre procedentes del aspirado de medula
Gsea presentan una gran capacidad de condrogénesis que favorecen a terapias enfocadas a
patologias en tendones y ligamentos, su eficacia ha sido demostrada en mas de 100 casos con
un porcentaje de retorno de actividades mayor al 85% de los casos administrados (Herthel,
2001) (Kisiday et al. 2013).Otra ventaja que presentan estas células son la baja o nula actividad
de expresion del factor de histocompatilidad tipo 2 posibilitando su uso en terapias alégenas
(Barberini et al., 2014). Lamentablemente la coleccién de estas células conlleva a una
intervencion invasiva en el animal, que compromete la facilidad de la aplicacion de la terapia ,
ante esta situacion diferentes tejidos han sido analizados como fuentes de células
pluripotenciales dentro los que han destacado las provenientes de tejido adipocitario, ya que han
expresado el tipico crecimiento in vitro y una serie de marcadores de totipotencialidad como
Oct4 y Nanog (Raabe et al., 2011). Tipicamente estas células expresan CD29 (receptor de
integrinas),CD 44(receptor de hialuronato) ,CD90 vy la falta de expresién de MHC tipo 2,
dejando en claro su naturaleza de células Utiles en terapia (Alipour et al. 2015). Estas células
han mostrado un potencial de diferenciacion en los 3 tipicos linajes (osteogénico, condrogénico
y adipogénico) e inclusive han demostrado tener una capacidad de proliferacion superior a las
obtenidas de medula, con menores tasas de apoptosis(B. Ranera et al., 2012).Una caracteristica
de relevancia ha sido su capacidad de adecuarse a diferentes sustratos y estructuras

tridimensionales diferenciandose a un linaje celular requerido (Kisiday et al., 2008)

Para favorecer su capacidad de proliferacion in vitro, estas células han sido probadas en
presencia de diferentes moléculas que han estimulado su potencial de diferenciacion. El acido
ascorbico en combinacién con plasma rico en plaquetas estimulan una marcada diferenciacion
en linajes condrogénicos y osteogénicos, probablemente regulados por el factor TGFB1
presente en el PRP que aumenta la expresion del gen RUNX2 relacionado con procesos de

mineralizacion y SOX9 relacionados con factores condrogénicos (Castro et al., 2014).

El plasma rico en plaquetas es un conglomerado de proteinas derivadas de la lisis plaquetaria
gue contiene una serie de factores de crecimiento presentes en la reparacion de todo tipo de
tejido, dentro de las que destacan un gran coctel de citoquinas moduladoras de inflamacién,
TGB, TNFA y EGF. Este conglomerado ha sido usado también como una nueva estrategia de
terapia regenerativa teniendo resultados alentadores de 47% de beneficio en problemas musculo
esqueletales (Brossi et al., 2015). En combinacion con las células madre estas han generado una

respuesta complementaria aumentando sus niveles de expresion de genes pluripotenciales y
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aumentando su tasa de proliferacion y al ser administrados en caballos con problemas de tenddn
lograron un recuperacion del 90% de los caballos después de 8 semana de tratamiento (Del Bue
et al., 2008).

Con todo lo anterior citado aparece bastante probable la aplicacion de esta tecnologia en

caballos con problemas locomotrices generando un conocimiento importante a nivel local.

V. HIPOTESIS

Si las pulpas dentales de dientes molares equinos se procesan con el método por explante, se

lograra el aislamiento de células madre equinas con morfologia fibroblastoide.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. LUGAR DE EJECUCION
Laboratorio de Biotecnologia Animal de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la

Universidad Ricardo Palma.

6.2. TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION
El tipo y disefio de la presente tesis es experimental y se estructura en funcion a nuestros

objetivos:

Obijetivos especificos

Evaluar el método de
aislamiento de las
células madre de pulpa

dental equina

Comparar la influencia
del método de
aislamiento de ceélulas
madre de pulpa dental

equina

Variable

Morfologia

Proliferacion celular

Dimensién Indicador

Fenotipica -Morfologia fibroblastoide

-Cuantificacion del doblaje

celular
Ensayo de .
. acumulativo de las dos
Doblaje celular .
poblaciones

El presente estudio es prospectivo, in vitro, no controlado. Los dientes fueron obtenidos de

Mmuestras de cabezas de caballos del Camal de Equinos “Casa Blanca” de Pachacamac.

6.3. VARIABLES

Variable Independiente

Método de aislamiento

(método por explante y

control negativo)

Variable Dependientes

Cantidad de células con morfologia fibroblastoide
Numero de colonias

Tasa de proliferacién celular
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6.4.

Tipo de
variable

Independiente

Dependiente

OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Variable

Método de aislamiento

Porcentaje (%) de CMPDE
aisladas en funcion de sus
caracteristicas fenotipicas

Porcentaje (%) de colonias
de CMPDE formadas

Tasa de proliferacion
celular

Definicidn

Método de aislamiento de las CMPDE, control negativo y
explante

Cantidad de células que expresen una morfologia fibroblastoide,
en funcion del total de células, expresado en porcentajes

Cantidad de colonias formadas por las CMPDE luego del
aislamiento con los métodos utilizados, en funcién al nimero total
de células, expresado en porcentaje.

Ensayo de doblaje celular, que mide la proliferacién celular de las
CMPDE en funcién del nimero de células por dia.

Naturaleza

Cualitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Nivel de Categoria
medicion 9
Nominal 1= Control negativo
2= Método por explante
Razoén Abierta
Razon Abierta
Razoén Abierta
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6.5. MUESTREO
a) Tipo de muestreo: Aleatorio

b) NUmero de muestra: Se trabajaron con 60 dientes molares de equino.

Las muestras seran colectadas del Camal de Equinos “Casa Blanca” en Pachacamac.

Las muestras seran obtenidas a partir de 60 cabezas de caballo, las que fueron aisladas de la

region mandibular.

6.6.

PROCEDIMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

6.6.1. Extraccion de la pulpa dental
Se realizd la extraccion de la pulpa dental mediante fractura con martillo, a continuacion,

se aislara la pulpa de la cdmara pulpar y de los conductos radiculares con una sonda. Una
vez despegada, se extraera la pulpa con unas pinzas y sera procesada mecanicamente,
cortada con bisturi, hasta que la muestra pulpar pueda ser tamizada por filtros de 70um y

luego sembrada mediante explantes.

Entre la exodoncia y la extraccion de la pulpa dental debera haber un rango de tiempo de
hasta 12 horas. Durante este tiempo el diente se deberd ser conservado en un tubo con

medio de cultivo y antibidticos a 4°C.

6.6.2. Aislamiento de células madre de pulpa dental equina
Las muestras seran diluidas en 0.5mL de medio DMEM vy concentradas mediante

centrifugacion a 1000 rpm y luego fueron sembradas en botellas flask de 15mL en medio
DMEM, suplementado con 10% de SFB, 100 uM L-acido ascoérbico 2-fosfato, 2 mM L-
glutamina y 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina y 2 pg/mL anfotericina
B (antibidtico/antimicético). La viabilidad celular fue medida a partir de la tincién de

exclusién Azul de Tripan al 0.04 % y contada en cAmara de Neubauer.

6.6.3. Cultivo
El cultivo se realiz6 en el medio DMEM, suplementado con 10% de SFB, 100 uM L-4cido

ascorbico 2-fosfato, 2 mM L-glutamina y 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina y 2 pg/mL anfotericina B (antibiéticoantimicético), a una concentracion de
1000 cel/cm?en un flask de 25 cm? en la incubadora a condiciones de 37°, 5% CO, y 3%
0O2; a los 3 dias se retirar6 el medio, descartando el sobrenadante y eliminando asi a las
células no adherentes. Los cambios de medio se realizaron cada 3 dias hasta alcanzar un
70% de confluencia de crecimiento, realizandose como maximo 3 pasajes por muestra. Las

células fueron sometidas a TrypLE de laboratorios GIBCO.
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6.6.4. Tiempo minimo requerido para el aislamiento de CMPD
Se calculé el tiempo minimo requerido para el aislamiento de CMPD observando los

cultivos celulares y se consideraron que existen células aisladas cuando de un fragmento
pulpar adherido a la placa, se desprendan células con morfologia de fibroblasto,
considerandose unidades formadoras de colonias (UFC-PD). Se considerd tiempo “’0’” una
vez finalizada la disgregacion de la pulpa. Desde ese momento se registraron todos los dias
para determinar el tiempo exacto de aislamiento de las CMPD.

6.6.5. Analisis de datos
Debido a la no normalidad de los datos, estos fueron analizados con el test de Friedman

para detectar cambios significativos en el “Tiempo de confluencia al 70%” y el “Ntmero
de células cosechadas” por cada pasaje. Las comparaciones post-hoc se realizaron con el
test de Wilcoxon con ajuste de Bonferroni. Todos los analisis se realizaron en el paquete
estadistico SPSS v.23 con un 95% de confiabilidad.
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VIl.  RESULTADOS

7.1.  AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CELULAS MADRE DE PULPA
DENTAL EQUINA
Bajo las condiciones de aislamiento (disgregacion mecéanica) y cultivo llevadas a cabo en la

presente investigacion se establecieron células viables de la pulpa dentaria equina, evidenciado
a través del contaje celular y la observacion regular de los cultivos, con un microscopio
invertido de contraste de fase. Las células madre de la pulpa dental equina, de molares,
mostraron un dptimo crecimiento, cultivadas en medio DMEM, suplementado con 10% de SFB,
100 uM L-4cido ascorbico 2-fosfato, 2 mM L-glutamina y 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL
de estreptomicina y 2 pg/mL anfotericina B (antibiético/antimicético), condiciones de cultivo

descritas previamente como dptimas, para este tipo de células.

Las células aisladas en el cultivo primario formaron colonias adherentes a partir de los 3 a 5
dias, la mayoria de las células presentaron una morfologia fusiforme tipica de células
semejantes a fibroblastos (ANEXO 1). El cultivo primario logro la confluencia a los 5 a 7 dias,
los subsecuentes subcultivos tendian a tener un acelerado crecimiento, el cual fue en promedio 4
dias. A partir del tercer subcultivo, se obtuvo una poblacion mas homogeénea, basado en la
morfologia de las células, caracteristicas de células semejantes a fibroblastos con extensiones
citoplasmaticas, nucleo ovalado, central con varios nucléolos, que permanecieron hasta el
décimo octavo pasaje, los cuales no forman parte de esta investigacién, pero que sirvieron para
verificar la estabilidad celular de la linea. A partir de sexto al octavo subcultivo se pudo

observar una mayor proliferacion celular y la presencia de algunos agregados celulares.

7.2.  TIEMPO MINIMO REQUERIDO PARA EL AISLAMIENTO DE
CMPD
En los cultivos en monocapa de las células mesenquimales de la pulpa dental equina aisladas,

las células fueron capaces de formar colonias a baja densidad. Las colonias estaban formadas
por numerosas células adherentes, con morfologia tipica de fibroblastos, fusiformes, alargadas,
con un citoplasma claro y un ndcleo ovalado central con varios nucléolos, que identificamos
como UFC-PD, demostrando su capacidad de renovacion y eficiencia de formacion de colonias.
Sin embargo, la eficiencia de formacion de colonias expresada en porcentaje en funcién al
namero de explantes adheridos, en los cuales se evidencié que varié el nimero de UFC-PD
entre los diferentes individuos. Ademas, se observd una gran influencia entre el nGmero de

células explantes y el nimero de colonias formadas.

7.3.  ANALISIS ESTADISTICO
Existi6 una diferencia altamente significativa en el tiempo de confluencia al 70% (X*(3)

=152.78, p<0.001) y el nimero de células cosechadas (X?(3) =144.90, p<0.001) dependiendo el

tipo de pasaje. El ajuste de Bonferroni determind un valor de significancia de p<0.008. La
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mediana (rango intercuartilico) del tiempo de confluencia al 70% para los pasajes 0, 1, 2y 3
fueron 11(10-11), 5(5-5), 5(4-5), 3(3-5), respectivamente. Los valores para cada pasaje fueron
altamente significativos (p<0.001), y tendieron a reducirse a medida que aumentaba el nimero
de los mismos (Tabla 1 y Figura 1). La mediana (rango intercuartilico) del nimero de células
cosechadas para los pasajes 0, 1, 2 y 3 fueron 3.66 (3.26-3.92), 3 (3-3.13), 5.14 (5-6.12) y 7.55
(5.20-15.65) x 10° células, respectivamente. Los valores para cada pasaje fueron altamente
significativos (p<0.001), y tendieron a aumentar a medida que aumentaba el nimero de los
mismos (Tabla 2 y Figura 2).

Tabla 1. Analisis post-hoc del tiempo de confluencia al 70% basado en el test de Wilcoxon. El

ajuste de Bonferroni determind un valor de significancia de p<0.008

Pasaje 1 — Pasaje2 - Pasaje3— | Pasaje 2 — | Pasaje 3— Pasaje 3 —

Estadisticos Pasaje O Pasaje 0 Pasaje 0 Pasaje 1 Pasaje 1 Pasaje 2
z -6.886 -6.837 -6.810 -4.640 -6.220 -3.846
Sig. asint6tica

) <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
(bilateral)

Tabla 2. Analisis post-hoc del nimero de células cosechadas (x 10°) basado en el test de
Wilcoxon. El ajuste de Bonferroni determind un valor de significancia de p<0.008

Pasaje 1 — Pasaje2— Pasaje3— | Pasaje2 — Pasaje3— Pasaje3—

Estadisticos Pasaje O Pasaje 0 Pasaje 0 Pasaje 1 Pasaje 1 Pasaje 2
z -5.017 -6.077 -6.677 -6.743 -6.736 -4.697
Sig. asintoti

|g asimotica <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
(bilateral)

Tiempo de confluencia al 70% para PO Tiempo de confluencia al 70% para P1 Tiempo de confluencia al 70% para P2 Tiempo de confluencia al 70% para P3

Rango promedio= 4,00 Rango promedio = 2 61 Rango promedio=1,98 Rango promedic = 1,41

=
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Figura 1. Rangos para los valores de Tiempo de confluencia al 70% por cada pasaje. PO =
Pasaje 0, P1=Pasaje 1, P2 = Pasaje 2 y P3 = Pasaje 3.
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Figura 2. Rangos para los valores de NGmero de células cosechadas (x10°) por cada pasaje. PO
= Pasaje 0, P1=Pasaje 1, P2 = Pasaje 2 y P3 = Pasaje 3.
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VIII. DISCUSION

El objetivo de este trabajo de investigacion fue establecer el cultivo de células madre de la pulpa
dentaria equina, identificar las células madre en las poblaciones de células aisladas a través del

analisis morfoldgico y analizar la cinética de crecimiento de estas células madre.

Para el aislamiento de las células madre de la pulpa dentaria, la mayoria de los investigadores
(Gronthos et al. 2000, Baghaban et al. 2009, Zhang et al. 2005, Wei et al. 2007, Huang et al.
2008, Sonoyama et al. 2007, Mohd et al. 2008, Cheng et al. 2008, D"Aquino et al. 2007,
Sonoyama et al. 2008, Miura et al. 2003 y Laino et al. 2006) utilizan el método de disgregacion
enzimatica, descrito por Gronthos et al. (2000), pero en el presente estudio no se selecciono este
método, debido a que se queria evaluar la efectividad del aislamiento de células madre de pulpa
dental equina mediante el método de explantes, asi como el tiempo de aislamiento de estas, ya
que no existe literatura que registre este tipo de aislamiento especifico para este tipo de células
en esta especie (Takeyasu et al. 2004 y Alliot-Licht et al. 2001), debido a que se tiene como
protocolo estandar el uso de enzimas como disgregador tisular para asegurar un gran nimero de
células aisladas en corto tiempo. Las células madre de pulpa dentaria equina aisladas, de
terceros molares, mostraron un &ptimo crecimiento, cultivadas en medio DMEM-F12,
suplementado con 15% de SFB, 100 uM L-&cido ascorbico 2-fosfato, 2 mM L-glutamina y 100
U/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina y 2 pg/mL anfotericina B (antibiotico-
antimicotico), condiciones de cultivo descritas previamente como 6ptimas. Las células madre de
la pulpa dentaria equina aisladas, mostraron la morfol6gica fibroblastoide tipica, células
fusiformes con finas extensiones citoplasmaticas, lo que coincide con numerosas
investigaciones (Gronthos et al. 2000, Zhang et al. 2005, Mauth et al. 2007, Miura et al. 2003 y
Takeyasu et al. 2004) y es analoga a la progenie de la médula 6sea humana (Gronthos et al.
2000) (ANEXO I11), esta morfologia se mantuvo durante los sucesivos pasajes (ANEXO II). Sin
embargo, en algunas lineas celulares que se sometieron a mas de 7 subcultivos (que no forman
parte del presente estudio), ademas de la gran proliferacion celular se observo la presencia de
algunos agregados celulares en el sexto, 10 y 11 subcultivo. Las células cercanas al agregado
mostraron algunos cambios morfoldgicos sugerentes a una posible diferenciacién espontanea.
Mientras, que en el resto del cultivo las células conservaban su morfologia fusiforme semejante
a fibroblastos. (ANEXO Il y 1I)

La diferenciacion espontanea de las células madre de pulpa dentaria sin afiadir un medio
inductor fue descrita por Alliot-Licht et al. (2005) los autores refieren que la transformacion
espontanea del fenotipo celular puede ocurrir durante el cultivo. El proceso de mineralizacion
ocurrié en ausencia de dexametasona y f-GP. Los nddulos mineralizados fueron observados en

cultivos primarios con largo tiempo de cultivo y en subcultivos del quinto pasaje, a diferencia
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nuestra que recién evidenciamos este tipo de comportamiento recién al séptimo subcultivo.
Ademas, Tsukamoto et al. (1992) observaron que las células de la pulpa de dientes temporales
humanos, formaron nédulos mineralizados cuando crecieron en medio de cultivo en ausencia de
medios inductores y nuestros resultados indican que dicho fendmeno también se evidencia en la
especie equina. Los autores observaron que la formacién de nédulos mineralizados depende de
la capacidad de las células para formar multicapas, in vitro. La ausencia del contacto inhibitorio
parece esencial para proveer la estructura tridimensional que es necesaria para obtener un tejido

mineralizado.

Se observd también, que las células madre de la pulpa dental aisladas, de algunas lineas
celulares, mostraron un gran potencial de autorrenovacion, pero éste fue variable lo que
coincide con las observaciones realizadas en células madre de medula 6sea y se puede explicar,
debido a la presencia subpoblaciones en diferentes estados de diferenciacion (Baksh et al.
2004).

Gronthos et al. (2000) observaron que las células madre aisladas de pulpa dentaria de terceros
molares exhiben una alta tasa de proliferacién, comparada con las células madre de medula dsea
cultivadas in vitro. Esto puede ser atribuido al estado de desarrollo del tejido respectivo, los
terceros molares son los Ultimos dientes permanentes en completar su desarrollo y hacer
erupcion y estan en un temprano estado de desarrollo comparado con la médula dsea adulta. En
la presente investigacion se observd que las células de la pulpa dentaria de terceros molares,
cultivadas bajo especificas condiciones son altamente proliferativas, sin embargo, mostraron
diferencias en la proliferacion celular entre las distintas lineas de células madre de pulpa

dentaria evaluadas.

Para realizar el andlisis de la cinética de crecimiento celular en funcién al tiempo de cultivo,
determino el tiempo de doblaje celular y la tasa de proliferacion celular. Se observé que las
lineas celulares tuvieron un aumento en la eficiencia de proliferacibn a medida que se
progresaba en el cultivo y en los diferentes pasajes, observando el mayor valor de proliferacion
celular (2.97) en el pasaje 3 (P3). Igualmente se evidencia como coinciden los datos obtenidos
al calcular el nimero de duplicacién de la poblacion con las curvas de crecimiento trazadas, se
evidencia también que el cultivo primario por Explantes fue el que demor6 mas en llegar a una
confluencia del 70% (el cual es el porcentaje 6ptimo de confluencia para que el cultivo sea
cosechado), el cual se evidencia en la grafica N°1 como la que mas se extiende mas en el tiempo

pero cuya pendiente es menor que la de los demés pasajes.
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Grafica N°1: Crecimiento celular por pasaje

En cuanto al tiempo de duplicacién de la poblacion de células madre de pulpa dentaria aisladas,
los resultados en la presente tesis demuestran que fue de 1,51 dias (P2) a 2.13 dias (P1) y el
valor del namero de duplicacion de la poblacion fue de 2.6 (P1) a 26.7 veces en células del
tercer pasaje. Nakashima et al. (1991) describe un crecimiento rapido entre el 5,5y 9 dia, el cual
es entre el doble y el cuaddruple del tiempo que pudimos registrar, el cual evidencia una
diferencia amplia referente a la eficiencia del cultivo a favor del que escribe la presente tesis.
Baghaban et al. (2009) describe un nimero de duplicacion de la poblacion de 10,96 veces a los
10 dias de cultivo, mientras que nosotros registramos 26.7 veces a los 3.77 dias, con lo cual
confirmamos la tendencia que se expres6 en los datos anteriormente citados. Por lo que los
valores obtenidos en la presente investigacion superan a los descritos en otras investigaciones.

Para la reconstruccién de tejidos se necesitan grandes cantidades de células ser trasplantadas en
el lugar de la lesion. La obtencién de lineas celulares altamente proliferativas permitira su uso
en investigaciones en la medicina regeneracion. Bagheban y col.3 realizaron estudios e humanos
para determinar las condiciones Optimas de cultivo para una mejor proliferacion de las células
madre de pulpa dentaria humana, consideradas como candidatas promisorias para la

regeneracion dentaria asi como también la reparacion de tejido dseo. Estos autores demostraron
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una adecuada proliferacion con la utilizacion de 15% y 20% pero fue mayor con 20% de SFB y
la densidad inicial de células sembradas, obtuvieron un maximo incremento en el nimero de
células cuando las células se sembraban a baja densidad 100 cel/cm2. En el presente estudio se
utiliz6 15% SFB y se sembraron a una densidad de 1000 cel/cm?, por tal motivo al tener un
buen recubrimiento de la superficie de los frascos de cultivo, se obtuvo una muy buena tasa de
proliferacion celular, superando a los investigadores precedentes en este aspecto y se podria
afirmar que las células que cultivamos y cosechamos estan listas para ser trasplantadas y
proceder con terapias celulares locales, ademas de sugerir que a medida que se progresa en los
pasajes de la linea celular, esta se estabiliza y reduce los tiempos de duplicacion y de
confluencia al 70%, mientras que el nimero de duplicacién de la poblacion aumenta, dandonos
mejores tasas de crecimiento. Pero, se requiere de mas investigaciones para conocer mejor el

comportamiento in vitro de estas células, para su posible utilizacion en el futuro.
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CONCLUSIONES

Es posible aislar la pulpa dental de cabezas de caballos beneficiados.

Se logré aislar y cultivar in vitro las células madre de pulpa de dientes molares equinos
(CMPDE), utilizando el método de explante.

Las células madre aisladas de la pulpa dental equina expresaron una morfologia
fibroblastoide tipica de las células madre mesenquimales.

El tiempo de aislamiento promedio en cultivo primario por explante fue de 10.8 dias,
mientras que la comparativa para los subcultivos siguientes arrojo que los mejores datos
se obtuvieron del tercer pasaje, para los parametros tiempo de confluencia al 70%,
nimero de duplicacion de la poblacion y tiempo de duplicacion, los cuales fueron 3.77

dias, 26.16 veces y 1.5 dias respectivamente.
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X. RECOMENDACIONES

El presente trabajo tuvo limitaciones respecto al anélisis molecular de las células, motivo por el
cual recomienda a posteriores investigadores, considerar un analisis de marcadores moleculares
como CD73, CD90, CD105 y CD142.

Ademas recomendamos continuar las investigaciones utilizando el modelo equino como modelo
translacional al humano para la evaluacion de diferentes terapias celulares con el objetivo de

buscar soluciones a diferentes enfermedades osteor-articulares y demas.
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Figura 1. Explantes de pulpa dental equina. Se pueden observar las colonias adherentes que se desprenden del
tejido y migran al plastico pre-tratado.
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Figura 2. Células madre de pulpa dental equina en diferentes pasajes. Se observan células madre derivadas de la
pulpa dental de un equina, que expresan una morfologia de tipo fibroblastoide (fusiforme), en diferentes subcultivos.
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Figure 3. Células madre de médula 6sea humana. Se observan células madre derivadas de la médula 6sea humana,
las cuales expresan una morfologia fibroblastoide tipica de células madre de tipo mesenquimal.
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