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DESCRIPCION
Citoblastos de pulpa dental de seres humanos adultos in vitro e in vivo

Antecedentes de la invencion

Campo técnico

[0001] La presente invencion se refiere al campo de la odontologia restauradora en seres humanos. De forma
especifica, la presente invencion se refiere a una poblacion de células que se pueden diferenciar en dentina/pulpa y
a un procedimiento para regenerar la dentina/pulpa.

Antecedentes de la técnica

[0002] Durante la formacion del diente, las interacciones entre células epiteliales y dentales promueven la
morfogénesis de los dientes estimulando una subpoblacion de células mesenquimales que se diferencian en
odontoblastos, que a la vez forman la dentina primaria. Morfolégicamente, los odontoblastos son células columnares
polarizadas con nucleos excéntricos y prolongados procesos celulares alineados en los bordes externos de la
dentina (1). Tras la salida del diente, los odontoblastos forman la dentina secundaria en respuesta a la erosion o
perturbaciéon mecanica general, y a través de la degradacion de la dentina producida por bacterias (2). Se piensa
que estos odontoblastos surgen de la proliferacion y diferenciacion de una poblacion precursora, que reside en algun
sitio en el interior del tejido de la pulpa (3). A pesar del extenso conocimiento acerca del desarrollo de los dientes y
de los diversos tipos celulares asociados con la especializacion de los dientes, se sabe poco acerca de las
caracteristicas y propiedades de sus respectivas poblaciones de células precursoras en el organismo tras el
nacimiento.

[0003] La reparacion de la dentina en el organismo tras el nacimiento se produce debido a la actividad de células
especializadas, los odontoblastos, que se cree que se mantienen por una poblaciéon precursora todavia indefinida
asociada con el tejido de la pulpa (1). Hasta la fecha, nunca se ha llevado a cabo la identificacion y el aislamiento de
una poblaciéon progenitora odontogénica a partir del tejido de la pulpa dental de adulto. Se sabe que en
determinadas condiciones, los cultivos de células de la pulpa derivados del desarrollo inicial del tejido de la raiz del
diente y del tejido de la pulpa pueden desarrollar una apariencia similar a la de odontoblastos con capacidad de
formar nddulos mineralizados in vitro (4) un rasgo normalmente atribuido a los cultivos de células de la médula 6sea
o de los huesos (5, 6). Se sabe mas acerca de las caracteristicas de las células estromales multipotentes de la
médula 6sea (BMSC) y su potencial para desarrollarse en osteoblastos, condriocitos, adipocitos, estroma fibroso
mielosoportador, y quizas incluso en tejidos musculares y neurales (7-12). Se caracterizan por su elevada capacidad
hiperproliferativa ex vivo, manteniendo a la vez su capacidad para diferenciarse en mudltiples linajes celulares
estromales.

[0004] Puesto que la técnica anterior no proporciona la regeneracion del tejido de la dentina/pulpa ni la produccion
de dientes en un ser humano a fines restauradores, existe una gran necesidad de encontrar un medio para producir
tejido se pueda diferenciar en un diente funcional. En este estudio, se aislé6 una proliferacion clonogénica,
rapidamente proliferativa de células procedentes de pulpa dental humana. Estos citoblastos de pulpa dental (DPSC)
se compararon a continuacion con células estromales de la médula ésea humana (BMSC), precursores conocidos
de los osteoblastos. Aunque comparten un inmunotipo similar in vitro, los estudios funcionales demostraron que los
DPSC solo produjeron nédulos esporadicos, pero densamente calcificados, y no formaron adipocitos, mientras que
los BMSC se calcificaron de forma rutinaria a través de la capa de células adherentes con agrupaciones de
adipocitos cargados con lipidos. Cuando los DPSC se trasplantaron en ratones inmunocomprometidos, se genero
una estructura de tipo dentina revestida con células similares a odontoblastos humanos rodeadas con tejido
intersticial de tipo pulpa. En contraste, los BMSC formaron hueso lamelar que contenia osteocitos y osteoblastos que
revestian la superficie, rodeando un tejido vascular fibroso con hematopoyesis activa y adipocitos. Este estudio es el
primero que aisla citoblastos de la pulpa dental en un momento posterior al nacimiento que tienen la capacidad de
formar un complejo de dentina/pulpa.

[0005] La presente invencion supera las limitaciones y carencias anteriores de la técnica proporcionando citoblastos
de pulpa dental de adulto humano (DPSC) que se pueden diferenciar en tejido de dentina/pulpa y un procedimiento
para regenerar la dentina/pulpa y para producir un diente humano.

Descripcion resumida de la invencidn

[0006] La presente invencion proporciona un cultivo de citoblastos de pulpa dental de adulto humano.
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[0007] La presente invencion proporciona también un procedimiento para usar en la regeneracion o en la produccion
de un tejido de dentina/pulpa, poniendo en contacto una célula procedente de un cultivo de citoblastos aislados de
pulpa dental de adulto humano con hidroxiapatito/fosfato tricalcico. Las células se pueden utilizar para trasplante en
un mamifero.

Breve descripcion de los dibujos

[0008] Figuras 1A-1E. Eficacia formadora de colonias y proliferacion celular in vitro. Colonias representativas de alta
(A) y baja (B) densidad tras 14 dias. La morfologia es tipica de células de tipo fibroblasto (C). La incidencia de
células formadoras de colonias procedentes de tejido de pulpa dental y de médula ésea en diversas densidades de
plaqued indica que existen mas células clonogénicas en la pulpa dental que en la médula ésea (D). El nimero de
células BrdU positivas se expres6 como un porcentaje del numero total de células contadas como DPSC y BMSC
(E). Se determind la significancia estadistica (*) utilizando el test de la t de student (p > 0,05)

Figuras 2A-2L. Inmunofenotipo de DPSC cultivados. Se llevaron a cabo estudios basados en la reactividad de
la inmunoperoxidasa en cultivos de DPSC de primer pase. Se muestran modelos de tincién representativos
de: integrina B1, (A); CD44, (B), colageno tipo I, (C) colageno tipo lll, (D) FGF-2 (E); osteonectina, (F);
osteocalcina, (G), MUC-18, (H); a-actina del musculo liso, (1), osteopontina, (J); VCAM-1, (K). Se muestra la
actividad enddgena de la fosfatasa alcalina en (L).

Figuras 3A-3D. Potencial desarrollo in vitro. Se muestran las capas adherentes de DPSC cultivados (Ay B), y
BMSC (C y D), con colorante rojo de alizarina como una medida de la acumulacién del calcio tras 6 semanas
de induccion con L-ascorbato-2-fosfato y dexametasona con fosfato inorganico (A y C). Tras 6 semanas en el
mismo medio pero sin fosfato inorganico, se sefialé la acumulacion de lipidos en BMSC (D), pero no en
DPSC (B).

Figuras 4A-4F. Desarrollo potencial in vivo. Las secciones transversales son representativas de trasplantes
de DPSC, (A, C, D) y trasplantes de BMSC (B, E, F) 6 semanas después del trasplante y se tifieron con
hematoxilina y eosina. En los trasplantes de DPSC, las superficies portadoras de HA/TCP (c) se revisten con
una matriz de tipo dentina (d), que rodea un tejido de tipo pulpa con vasos sanguineos (bv) y una capa de
interfase de células de tipo odontoblastos (od). Una vista ampliada de la matriz de dentina (d) destaca la capa
de tipo odontoblasto (od) y los procesos odontoblasticos (flecha) (C). La luz polarizada demuestra una
alineacion perpendicular (lineas punteadas) de las fibras de colageno en la superficie formadora (D). En los
trasplantes de BMSC, se forma hueso lamelar (b) sobre las superficies de HA/TCP (c) y rodea un érgano
medular vascular hematopoyético (hp) con adipocitos acumulados (a) (B). Una vista ampliada muestra que el
nuevo hueso contiene osteocitos (oc), inmersos en la matriz calcificada, y osteoblastos (ob) revistiendo las
superficies 6seas (E). Con luz polarizada, se observa que las fibrillas de colageno se depositan en paralelo
con la superficie formadora (lineas rayadas) (F).

Figuras 5A-5B. Hibridacion in situ de la secuencia de ADN humano especifica de alu. Las células positivas
para alu en el tejido de la pulpa (flecha grande) y capa de tipo odontoblasto (flecha pequefia) adyacente a la
matriz de dentina (d) se reconocen faciimente en trasplantes de DPSC de 6 semanas (A). Los osteocitos
incluidos en la nueva matriz 6sea (flecha pequefia) y los osteoblastos que revisten las superficies 6seas (b)
flecha grande muestran reactividad positiva con la sonda alu en los trasplantes de BMSC (B). Los elementos
hematopoyéticos (hp) en el érgano de tipo médula no consiguen mostrar reactividad con la sonda alu.

Figuras 6A-6C. Expresion de la sialofosfoproteina humana especifica de dentina (DSPP), osteocalcina (OC),
ARNm de sialoproteina de hueso (BSP) en trasplantes de DPSC. Se detectaron transcritos de DSPP, BSP,
OC y GAPDH mediante RT-PCR utilizando ARN total aislado de trasplantes de DSPC de 6 semanas de edad
(A). Se encontraron también células positivas para DSPP en el tejido de la pulpa y la capa de odontoblastos
(flecha) adyacente a la matriz de dentina (d) mediante hibridacion in situ (B). Se verifico la especificidad de la
sonda mediante hibridacion en la capa de odontoblastos (flecha) del tejido de la pulpa dental humana (p) (C).
No se detectd reactividad de la sonda especifica de DSPP en hueso humano, médula ésea y tejido muscular.

Figuras 7A-7D. Tincion inmunohistoquimica de DSPP humano. Los elementos asociados al hueso y a la
médula fueron negativos para la tincion del anticuerpo dirigido contra DSPP en trasplantes de BMSC (A). La
dentina recientemente formada fue positiva para la tincion del anticuerpo dirigido contra DSPP en trasplantes
de DPSC (flecha, B). La dentina humana normal y los odontoblastos de la pulpa humana fueron positivos
para DSPP (C y D, respectivamente).
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Figuras 8A-8B. Formacion de dentina en trasplantes de DPSC. Tincidn tricromica (azul) de la dentina (flecha)
en trasplantes de DPSC humanos de ocho semanas de edad (A). Seccion transversal de un diente normal
que representa la tincion tricrémica (flecha) de la dentina in situ (B).

Descripcion detallada de la invenciéon

» o«

[0009] Tal como se usa en la presente memoria, “un”, “uno” o “el” pueden significar uno o mas. Por ejemplo, “una”
célula puede significar una o mas células. Ademas, “la” célula puede significar una o mas de una célula.

[0010] La presente invencién proporciona un cultivo de citoblastos aislados de pulpa dental de adulto humano de
acuerdo con la reivindicacion 1. Los citoblastos de pulpa dental de adulto humano pueden aislarse de cualquier
diente permanente humano. De forma alternativa, los citoblastos de pulpa dental de la invencion se pueden aislar de
un sujeto humano de al menos aproximadamente 18 afios de edad. “Aislado”, tal como se usa en la presente
memoria significa que la célula de la presente invencion esta suficientemente exenta de contaminantes u otros tipos
de células con los cuales la célula de la presente invencién se encuentra de forma natural. Ademas, la célula aislada
de la presente invencion esta presente en una concentracion tal que es la Unica célula significativa en la muestra.
“Aislado” no requiere que la preparacion sea técnicamente pura (homogénea), pero es lo suficientemente pura para
proporcionar la célula en una forma en la que se puede utilizar terapéuticamente o para investigacion.

[0011] Un “citoblasto” es una célula que es multipotencial, clonogénica, muy proliferativa y capaz de regenerar el
tejido. De esta manera, un citoblasto tiene la capacidad tanto de afectar otras células de su microentorno para que
se diferencien en una linea celular especifica o bien ella misma se puede diferenciar en otro tipo de célula que tiene
una funcion especifica. De esta manera, un citoblasto de pulpa dental de adulto humano de la presente invencién es
una célula obtenida de la pulpa del tejido de un diente procedente de un ser humano adulto. El citoblasto de la
presente invencion puede diferenciarse a una célula mas madura y funcional, por ejemplo, un odontoblasto. Un
odontoblasto es una célula que se encuentra en la cavidad oral de un mamifero que produce dentina, un tejido que
comprende y envuelve una pulpa fibrovascular y esta cubierta por una capa de esmalte exterior de un diente
completamente formado. El citoblasto de pulpa dental de la presente invenciéon puede producir una estructura de
tejido de dentina/pulpa in vivo e in vitro. Esta estructura se ilustra en la Figura 1.

[0012] La presente invencién proporciona un citoblasto que no es adipogénico. De esta manera, el DPSC de la
presente invenciéon no se diferencia en un adipocito. Ademas, el citoblasto de la presente invencién no produce
sialoproteina ésea. De esta manera, el citoblasto de la presente invenciéon no es un citoblasto de médula ésea, una
célula que puede diferenciarse en un adipocito y produce sialoproteina ésea. Sin embargo, el citoblasto de la
presente invencion produce sialoproteina de dentina especifica de odontoblastos y fosfoproteina de dentina,
codificada cada proteina por el gen especifico de odontoblasto se conoce como sialofosfoproteina de dentina
(DSPP).

[0013] La presente invencion proporciona un procedimiento definido en la reivindicacion 11. El procedimiento se usa
para regenerar o producir tejido de dentina/pulpa humano, poniendo en contacto una célula procedente de un cultivo
de DSPC aislado adulto de humano con una fuente mineral y se utiliza para trasplantar la célula a un mamifero. El
citoblasto del presente procedimiento se mezcla con una fuente mineral, por ejemplo, hidroxiapatito/fosfato tricalcico.
Esta célula/composicion mineral puede a continuacién trasplantarse a un mamifero mediante procedimientos
conocidos por un experto en la materia. El citoblasto/composicién mineral se puede trasplantar a un mamifero
inmunocomprometido, por ejemplo, un ratdn, en el cual el tejido trasplantado puede producir tejido de dentina/pulpa
humano que se puede cosechar para el trasplante a un ser humano. El mamifero puede ser un ratén, oveja, vaca, o
cualquier mamifero utilizado para estudios de trasplante y que conoce un experto en la materia, incluyendo un ser
humano. Ademas, un receptor humano del citoblasto/composicion mineral puede ser un hospedador intermediario a
partir del cual se puede cosechar el tejido de dentina/pulpa para el trasplante adicional a otro paciente dental
humano. De forma alternativa, el receptor humano del citoblasto/composicién mineral puede a la vez el donante y el
unico receptor del tejido trasplantado.

[0014] Un experto en la materia puede trasplantar el citoblasto/composicion mineral en diversos sitios de un
mamifero que incluyen el tejido subcutaneo y el tejido oral. Se contempla que un experto en la materia pueda
trasplantar el citoblasto/composicion mineral en un alveolo dental y, por tanto, producir un tejido de dentina/pulpa en
un paciente humano.

[0015] Ademas, el citoblasto/composicion mineral trasplantado puede trasplantarse con o ponerse en contacto in
vitro con ameloblastos, células que producen esmalte, para producir un diente funcional completamente formado,
que comprende tejido de dentina/pulpa cubierto por esmalte. De forma similar, coronas artificiales preparadas de
materiales biocompatibles que imitan la capa de esmalte duro del diente se pueden producir y utilizarse como molde.
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El citoblasto/composicion mineral trasplantado puede trasplantarse directamente a la cavidad de una corona artificial
en la que las células pueden diferenciarse en tejido de dentina/pulpa in vivo, formando de este modo un diente
funcional.

[0016] Los siguientes ejemplos se formulan de tal manera que proporcionan a los expertos en la materia una
divulgacion y descripcion completa de como las composiciones y/o procedimientos reivindicados en la presente
memoria se preparan y evallan, y se pretende que sean Unicamente a modo de ejemplo de la invencidon y no se
pretende que limiten el alcance de lo que los inventores consideran su invencion. Se han realizado esfuerzos para
asegurar la fiabilidad con respecto a los numeros (por ejemplo, cantidades, temperatura, etc), pero deben tenerse en
cuenta algunos errores y desviaciones. La presente invencion se describe de forma mas particular en los siguientes
ejemplos, que se pretende que sean Unicamente ilustrativos debido a que seran evidentes numerosas
modificaciones y variaciones a los expertos en la técnica.

Ejemplos

Sujetos y cultivo celular

[0017] Se recogieron los terceros molares afectados procedentes de adultos humanos normales (12-29 afios de
edad) en la clinica dental del National Institute of Dental & Craniofacial Research segun las directrices homologadas
establecidas por la NIH Office of Human Subjects Research. Las superficies de los dientes se limpiaron y cortaron
alrededor de la unién de cemento-esmalte utilizando fresas esterilizadas para fisura dental para revelar la camara de
la pulpa. El tejido de la pulpa se separ6 suavemente de la corona y la raiz y a continuacion se digiri6 en una
disolucion de 3 mg/ml de colagenasa de tipo | (Worthington Biochem, Freehold, NJ) y 4 mg/ml de dispasa
(Boehringer Mannheim, GMBH, Alemania) durante una hora a 37° C. Se obtuvieron suspensiones celulares
individuales pasando las células a través de un tamiz de 70 ym (Falcon, BD Labware, Franklin Lakes, NJ). Células
de la médula ésea, procesadas procedentes de aspirados de médula de voluntarios adultos humanos normales (25-
35 afios de edad), se adquirieron de Poietic Technologies, Gaithersburg, Maryland, y a continuacion se lavaron en
un medio de crecimiento. Suspensiones celulares individuales (0,01 a 1 x 105/pocillo) de pulpa dental y médula ésea,
se sembraron en placas de 6 pocillos (Costar, Cambridge, MA) con medio Eagle con modificacién a (GIBCOBRL,
Grand Island, NY) suplementado con suero de ternera fetal (Equitech-Bio Inc, Kerrville, TX), 100 uM de acido 2-
fosfato L-ascorbico (WAKO, Tokio, Japén), L-glutamina 2 mM, 100 U/ml de penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina
(Biofluids Inc, Rockville, MD), a continuacion se incubaron a 37° C en CO,. Para evaluar la eficacia formadora de
colonias, se fijaron los cultivos del dia 14 con formalina al 4% y a continuacién se tifieron con azul de toluidina al
0,1%. Los agregados de >50 células se clasificaron como colonias. Las condiciones para la induccion de la
deposicion de la matriz ésea calcificada in vitro han sido las indicadas anteriormente (6). Se evalu6 la velocidad de
proliferacion de los cultivos subconfluentes (primer pase) de los DPSC y BMSC mediante la incorporacion de
bromodesoxiuridina (BrdU) durante 24 horas, utilizando un Kit de tincion Zymed Laboratories BrdU (Vector
Laboratories, Burlingame CA).

Inmunohistoquimica

[0018] Se subcultivaron DPSC y BMSC primarios en portas de 8 camaras (2 x 10* células/pocillo) (NUNC Inc.
Naperville, IL). Se fijaron las células en formalina al 4%, y a continuacion se hicieron reaccionar con niveles de
saturacion de anticuerpos primarios y los correspondientes anticuerpos del control utilizando un kit Zymed de
inmunoperoxidasa de amplio espectro (Vector Laboratories). Los anticuerpos usados fueron (IgG) control dirigido
contra IgG de ratén (Caltag, Burlingame, CA. (Ig) control dirigido contra Ig de conejo, TUK4 (anticuerpo dirigido
contra CD-14), QBEND 10 (anticuerpo dirigido contra CD34). 2B11/PD7 (anticuerpo dirigido contra CD45), M318
(anticuerpo dirigido contra MyoD), 1A4 (anticuerpo dirigido contra a actina del mdsculo liso), 2F11
(antineurofilamento), (Dako, Carpinteria, CA); H9H11 (anticuerpo dirigido contra CD44), 6G10 (anticuerpo dirigido
contra VCAM-1) (Dr. P.J. Simmons, HCCR, Adelaide, South Australia); CC9 (anticuerpo dirigido contra MUC-18) (Dr.
S. Gronthos NIDCR/NIH, doctor en medicina); MAB1343 (anticuerpo dirigido contra COLIII), MAB1959 (anticuerpo
dirigido contra B1) (Chemicon, Temecula, CA); LF67 (anticuerpo dirigido contra COL I), LF32 (anticuerpo dirigido
contra OC), BON-1 (anticuerpo dirigido contra ON); LF100 (anticuerpo dirigido contra BSP), LF123 (anticuerpo
dirigido contra OP) (Dr. L. Fisher, NIDCR/NIH, doctor en medicina); MAB 1104 (anticuerpo dirigido contra COL II)
(RDI, Flanders, NJ); E-8 (anticuerpo dirigido contra PPARYy), 147 (anticuerpo dirigido contra FGF-2), (Santa Cruz,
Santa Cruz, CA). Se utilizaron diluciones de trabajo de suero de conejo (1/500, sobrenadantes monoclonales (1/4) y
anticuerpos purificados (10 pg/ml)

Histoquimica
[0019] Cultivos de DPSC y BMSC secundarios se lavaron en PBS y a continuacion se fijaron con formalina al 4%.
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Se evalud la actividad de la fosfatasa alcalina utilizando un kit de sustrato de fosfatasa alcalina in vitro de Sigma
(85L-2). Se detectaron depositos de calcio mediante el tratamiento con rojo de alizarina S al 2% (pH 4,2).

Trasplante

[0020] Se mezclaron aproximadamente 5,0 x 10° de DPSC y BMSC (tercer pase) con 40 mg de polvo ceramico
hidroxiapatito/fosfato tricalcico (HA/TCP) (Zimmer Inc, Varsovia), y a continuacion se trasplantaron por via
subcutanea en la superficie dorsal de ratones de color beige inmunocrompometidos de 10 semanas de edad (NIH-
bg-un-xid, Harlan Sprague Dawley, Indianapolis, IN) tal como se ha descrito anteriormente (9). Estos procedimientos
se llevaron a cabo de acuerdo con las especificaciones de un protocolo homologado para animales pequefios
(NIDCR n°® 97-024). Los trasplantes se recuperaron a las 6 semanas después del trasplante, se fijaron con formalina
al 4%, se descalcificaron con EDTA al 10% tamponado (pH 8,0) y a continuacién se sumergieron en parafina. Se
desparafinaron secciones (5 m) y se tifieron con H&E.

RT-PCR

[0021] Se prepard ARN total a partir de suspensiones celulares digeridas con colagenasa/dispasa de trasplantes de
DPSC de seis semanas de edad, utilizando ARN STAT-60 (TEL-TEST Inc. Friendswood, TX). Se llevé a cabo la
sintesis de la primera hebra de ADNc utilizando un kit de sintesis de la primera hebra de ADNc (GIBCO BRL, Life
Technologies) usando un cebador oligo-dT. La primera hebra de ADNc (2 pl) se diluyé en 50 pl de fluido de reaccion
de la PCR de tampén de reaccion 1x PCR: MgCl; 1,5 mM, 200 mM de cada DNTP, 0,2 unidades de ADN polimerasa
AmpliTaq (Perkin-Elmer Inc, Norwalk, CT) y 10 pMol de cada conjunto de cebadores especificos humanos: BSP
(sentido directo (SEC DE ID N°: 1) 5-CTATGGAGAGGACGCCACGCCTGG-3’ (S(de sentido contrario, (SEC DE ID
N°: 2) 5-CATAGCCATCGTAGCCTTGTCCT-3'), OC (de sentido directo, (SEC DE ID N°% 3) 5-
CATGAGAGCCCTCACA-3’; de sentido contrario, (SEC DE ID N°: 4) 5-AGAGCGACACCCTAGAC-3’), DSPP (de
sentido directo (SEC DE ID N°: 5) 5-GGCAGTGACTCAAAAGGAGC-3’; de sentido contrario, 5-(SEC ID N°: 6)
TGCTGTCACTGTCACTGCTG-3'), GAPDH (de sentido directo, (SEC DE ID N°% 7) 5-
AGCCGCATCTTCTTTTGCGTC-3’; de sentido contrario (SEC DE ID N°: 8) 5-TCATATTTGGCAGGTTTTTCT-3).
Las reacciones se incubaron en un ciclador térmico PCR Express Hybaid (Hybaid, Franklin, MA) a 94° C durante 2
minutos durante 1 ciclo, a continuacion a 94° C/(45 s), 56° C/(45 s), 72° C (60 s) durante 35 ciclos, con una extension
final de 10 minutos a 72° C. tras la amplificacion, se analizaron 10 pl de cada reaccién mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1,5%, y se visualizaron mediante tincién con bromuro de etidio.

Hibridacion in situ

[0022] Se preparé mediante la PCR una sonda marcada con digoxigenina para la secuencia repetitiva de alu
especifica humana usando los cebadores de alu tal como se ha descrito anteriormente (13). De forma similar, se
prepar6 también una sonda marcada con digoxigenina especifica de ARNm de DSPP humano utilizando los
cebadores de DSPP en las mismas condiciones de la PCR que se han descrito anteriormente. Se verificod la
especificidad de ambas sondas mediante la secuenciacion del ADN. Se desparafinaron secciones sin tefiir y se
hibridaron tanto con sonda alu marcada con digoxigenina (9) como con la sonda de DSPP utilizando el Kit
mRNAlocator-Hyb (n° de cat. 1800; Ambion, Inc., Austin TX). Tras la hibridacién, se detectd la presencia de ARNm
tanto de alu como de DSPP en secciones de tejido mediante inmunorreactividad con fosfatasa alcalina dirigida
contra digoxigenina conjugada con fragmentos Fab (Boehringer Mannheim).

Aislamiento de poblaciones clonogénicas de DPSC.

[0023] Se pueden aislar osteoprogenitores de aspirados de médula 6sea por su capacidad de adherirse a un
sustrato plastico y, con un estimulo adecuado, comenzar a proliferar (13-15). Cada colonia se origina de una Unica
célula progenitora (unidad formadora de colonias-fibroblasto. UFC-F) y muestra una amplia variaciéon en la
morfologia celular y el potencial de crecimiento (13-18). En la presente memoria, se demuestra por primera vez la
presencia de una poblacién celular clonogénica en el tejido de la pulpa dental (Fig 1A y B). Se han caracterizado las
células en cada colonia por una morfologia de tipo fibroblasto tipico (Fig 1C) analoga a la progenie de la médula
6sea humana UFC-F (19). La frecuencia de las células formadoras de colonias derivadas del tejido de la pulpa
dental (intervalo de 22 a 70 colonias por 10* células plaqueadas) fue S|gn|f|cat|vamente superior en comparacion con
la incidencia de UFC-F de médula osea (intervalo de 2,4 a 3,1 colonias por 10* células plaqueadas) para densidades
de plaqueo similares (0,1 a 2,5 x 10* células plaqueadas) (Fig 1D). Ademas, el nimero de células proliferantes en
cultivos de DPSC fue también significativamente mayor (promedio 72% células positivas para BrdU + 3,48 SEM,
n=3) cuando se compara con los cultivos de BMSC (46% células positivas para BrdU + 1,96 SEM, n=3) utilizando el
procedimiento de captacion de BrdU (test de la t p < 0,05) (Fig. 1E).
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Caracterizacion del Inmunofenotipo de DPSC in vitro.

[0024] Se han llevado a cabo estudios inmunohistoquimicos para caracterizar la progenie de las poblaciones
clonogénicas de DPSC y BMSC, utilizando un importante panel de anticuerpos especificos de antigenos conocidos
asociados con diferentes fenotipos. En la Tabla 1 se muestran los perfiles de inmunorreactividad tipicos de ambas
poblaciones celulares. Los cultivos primarios de DPSC y BMSC no consiguieron reaccionar con los marcadores
hematopoyéticos  CD14  (monocito/macréfago), CD45  (antigeno comun de leucocitos), CD34
(hemocitoblastos/células progenitoras/endotelio) y otros marcadores tales como MyoD (musculo liso), neurofilamento
(nervio), colageno de tipo Il (cartilago) y PPARy (grasa). En general, DPSC y BMSC presentaron un modelo de
expresion similar para una variedad de marcadores asociados con el endotelio (VCAM-1 y MUC-18), musculo liso
(actina a del musculo liso), hueso (fosfatasa alcalina, colageno de tipo |, osteonectina, osteopontina, osteocalcina) y
fibroblastos (colageno de tipo lll, FGF-2). La proteina de la matriz 6sea, la sialoproteina dsea, estuvo ausente en los
cultivos de DPSC, pero presente a bajos niveles en cultivos de BMSC. En la (Fig. 2) se muestran modelos de
inmunorreactividad representativos de DPSC. Muchos de los marcadores no se han expresado de forma uniforme
aunque se encuentran en subconjuntos de células, indicando que la poblacion de DSPC es heterogénea, tal como
se ha mostrado para la poblacion de BMSC.

Diferenciacién potencial de DPSC in vitro.

[0025] Cultivos a largo plazo (5 a 6 semanas) de DPSC que crecen en presencia de L-ascorbato-2-fosfato, el
glucocorticoide, dexametasona y fosfato inorganico, demostraron la capacidad de formar nédulos condensados
positivos para el rojo de alizarina, con elevados niveles de calcio (Fig. 3A). Los depositos se dispersaron
escasamente por la capa adherente como zonas mineralizadas individuales. En contraste, los cultivos de BMSC
produjeron extensas laminas de depdsitos calcificados sobre la totalidad de la capa adherente después de 3 a 4
semanas de induccion (Fig. 3C). Tras 6 semanas de estimulacion con dexametasona, no hubo evidencias de
adipogénesis en cultivos de DPSC primarios (Fig. 3C) en los que se detectaron como agrupaciones de adipocitos
que contenian lipidos en cultivos primarios de BMSC incluso a las dos semanas (Fig. 3D).

[0026] Los DPSC expandidos ex vivo pueden generar una estructura de dentina/pulpa in vivo. Debido a que el
potencial de desarrollo completo y la formaciéon de una estructura histoldgica adecuada pueden no realizarse de
forma completa in vitro, se trasplantaron los DPSC junto con polvo de hidroxiapatito/fosfato tricalcico (HA/TCP) en
ratones inmunocomprometidos. Tras 6 semanas después del trasplante, los DPSC generaron una estructura de tipo
dentina que revestia las superficies de las particulas de HA/TCP, comprendidas por una matriz de colageno muy
ordenada depositada perpendicularmente a la capa de tipo odontoblasto, cuando se observaron mediante luz
polarizada (Fig. 4A, C, D). Los estudios inmunolégicos han demostrado que la matriz estaba predominantemente
compuesta de colageno de tipo I. Las células de tipo odontoblastos extendieron los procesos citoplasmicos a la
matriz de dentina, cuya interfase con un tejido intersticial de tipo pulpa estaba infiltrada con vasos sanguineos. Se
encontré que la pulpa y las células de tipo odontoblasto eran de origen donante basandose en su reactividad a la
sonda especifica de alu humana (Fig. 5A). Ademas, los trasplantes de DPSC expresaron transcritos especificos
humanos para los componentes de la matriz de dentina, que incluian la sialoproteina ésea, la osteocalcina y la
sialofosfoproteina de dentina (DSPP), mediante RT-PCR e hibridaciéon in situ (Fig. 6). Los correspondientes
trasplantes de BMSC formaron distintas lamelas de hueso sobre la superficie de HA/TCP en la que las fibras de
colageno se alineaban paralelas a los osteoblastos de las superficies formadoras de huesos (Fig. 4B, E, F). También
se ha encontrado que los osteocitos, enterrados en la matriz dsea, y los osteoblastos eran de origen donante (Fig.
5B). Los huesos de formacion reciente rodeaban un tejido intersticial que estaba infiltrado una red sinusoide que
asemejaba un 6rgano de tipo médula con extensas zonas de hematopoyesis activa y acumulacion de adipocitos. De
forma interesante, los trasplantes de DPSC fracasaron en apoyar cualquier hematopoyesis o en iniciar la formacion
de adipocitos incluso 4 meses después del trasplante.

Tincién inmunohistoquimica de DSPP humana

[0027] Se llevd a cabo el trasplante de DPSC y BMSC tal como se ha descrito anteriormente. Los trasplantes se
recuperaron 8 semanas después del trasplante y se fijaron durante 24 horas con paraformaldehido al 4% preparado
de forma reciente, y se descalcificé durante 7 dias con EDTA al 10% (pH 8,0). A continuacién se transfirieron los
trasplantes a etanol al 70% y se incluyeron en un bloque de parafina. El anticuerpo de DSPP era del Dr. Larry Fisher
(MDCR/NIH). Tras la desparafinizacion, la rehidratacion, y la eliminacion de la peroxidasa enddgena, las secciones
se incubaron con el anticuerpo primario de DSPP a temperatura ambiente durante 1 hora. A continuacién, se
utilizaron kits Histotain SP para los anticuerpos secundarios y la incubacién del conjugado de la enzima de acuerdo
con las instrucciones (Zymed Laboratories Inc. South San Francisco, CA, EE:UU). Se utilizaron tejidos de pulpa
humana y dentina desmineralizada como controles positivos. Este procedimiento mostré que la dentina formada
recientemente en trasplantes de DPSC es positiva para el anticuerpo de DSPP especifico de dentina (Fig. 7). Es una
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evidencia adicional que los DPSC humanos se diferencian en odontoblastos para regenerar la dentina humana in
vivo.

Tincién tricrédmica de formacién de dentina en trasplantes de DPSC.

[0028] El trasplante de DPSC y BMSAC se llevé a cabo tal como se ha descrito anteriormente. Trasplantes de DPSC
humanos de ocho semanas de edad se fijaron durante 24 horas con paraformaldehido al 4% preparado
recientemente, y se transfirieron a etanol al 70% y se incluyeron en plastico. El kit de tincion tricromica (GOMOR)
(Sigma, n°® HT10516) se utilizé para la tincion de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se utilizaron secciones de
dientes normales incluidas en plastico como controles positivos. Esta tincion mostré que los DPSC que regeneran la
dentina comprenden estructuras de colageno mineralizadas similares a las de la dentina humana normal (Fig. 8).

[0029] Los datos presentados en la presente memoria demuestran por primera vez que la pulpa dental posterior al
nacimiento contiene células que son clonogénicas, muy proliferativas y capaces de regenerar un tejido, propiedades
que las definen efectivamente como citoblastos. Aunque el musculo, el tejido nervioso, y el tejido asociado a la
dentina no se remodelan durante la vida posterior al nacimiento, todos contienen citoblastos que tienen la capacidad
de diferenciarse en respuesta a una lesion. El trasplante de DPSC humanos en ratones inmunocomprometidos
proporciona un nuevo modelo que caracteriza adicionalmente estos citoblastos. Ademas, la cantidad de dentina y de
tejido de tipo pulpa formado en estos trasplantes excede de lejos la cantidad que se generaria in situ durante el
tiempo de vida de un organismo. Por consiguiente, el presente aislamiento de un gran nimero de DPSC a partir de
un unico diente permite la reparacion de la dentina de varios dientes. Ademas, mediante el uso de vehiculos con una
forma y composicion adecuadas junto con DPSC expandidos ex vivo, se proporciona la fabricacién de un implante
dental viable.
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Tabla 1. Analisis inmunohistoquimico de los DPSC y BMSC humanos in vitro.

Marcador DPSC-1 DPSC-2 BMSC
CD14 - - -
CD34 - - -
CD44 ++ ++ ++
CD45 - -
Integrina 31 ++/+ ++/+ ++
VCAM-1 + + ++
MyoD - -
Actina a-SM ++/- ++/- ++/+/-
Neurofilamento - - -
MUC-18 ++/- ++/+/- ++/+/-
Colageno-l + ++ ++/+
Colageno-ll - - -
Colageno-lli ++/+ ++/+ ++/+
Osteocalcina ++/+ ++/+ +/-
Osteonectina ++/+ ++ ++/+
BSP - - +/-
Osteopontina +/- +/- +/-
Fosfatasa alcalina ++/+/- ++/+/- ++/+/-
PPARy - - -
FGF-2 ++/+ ++ ++/+

(++) Tincion fuerte, (+) Tincidn débil.

(-) Negativo, (/) Subpoblaciéon
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<150> 60/219.989
<151>21-07-2000

<160> 8

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0
<210> 1

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial; Nota = construccion sintética

<400> 1

ctatggagag gacgccacgc ctgg 24
<210> 2

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial; Nota = construccion sintética

<400> 2

catagccatc gtagccttgt cct 23
<210> 3

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial; Nota = construccion sintética

<400> 3

catgagagcc ctcaca 16
<210> 4

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial; Nota = construccion sintética

<400> 4
agagcgacac cctagac 17

<210>5

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial; Nota = construccion sintética

<400> 5

ggcagtgact caaaaggagc 20
<210> 6

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial; Nota = construccion sintética

<400> 6

tgctgtcact gtcactgctg 20
<210>7

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial; Nota = construccion sintética

<400>7

agccgcatct tettttgegt ¢ 21
<210> 8

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial; Nota = construccion sintética

<400> 8
tcatatttgg caggtttttc t 21
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REIVINDICACIONES
1. Un cultivo de citoblastos de pulpa dental de adulto humano que esta suficientemente exento de contaminantes u
otros tipos de células con los que las células se encuentran de forma natural, y presentes en una concentracion tal
que es la unica célula significativa en la muestra.

2. El cultivo de la reivindicacion 1, en el cual los citoblastos pueden diferenciarse en odontoblastos.

3. El cultivo de la reivindicacion 1, en el cual los citoblastos pueden regenerar una estructura de dentina/pulpa in
vivo.

4. El cultivo de la reivindicacion 1, en el cual los citoblastos no son adipogénicos.

5. El cultivo de la reivindicacion 1, en el cual las células no producen sialoproteina ésea.

6. Uso de un citoblasto de pulpa dental humana que esta suficientemente exento de contaminantes u otros tipos
celulares con los que las células se encuentran naturalmente, y presentes en dicha concentracion tal que es la unica
célula significativa en la muestra, y una fuente mineral para la preparacion de una composiciéon para regenerar la

dentina humana o la pulpa de tejido.

7. El uso de la reivindicacion 6, en el cual el citoblasto de la pulpa dental humana es un citoblasto de pulpa dental
humana que se ha obtenido de un diente humano adulto.

8. El uso de la reivindicacion 7, en el cual el citoblasto de la pulpa dental humana es un citoblasto de pulpa dental
humana que produce una sialoproteina de dentina especifica de odontoblasto.

9. El uso de la reivindicacion 7, en el cual el citoblasto de la pulpa dental humana es un citoblasto de pulpa dental
humana que produce fosfoproteina de dentina.

10. Una corona artificial que comprende células de pulpa dental de adulto humano de la reivindicacion 1.
11. Un procedimiento para cultivar células, que comprende poner en contacto el cultivo de la reivindicaciéon 1 con
una fuente mineral in vitro, en el cual las células estan previstas para usar en la regeneracion o produccion de tejido

de dentina/pulpa humana y para el uso en el trasplante de las células a un mamifero.

12. El procedimiento de la reivindicacién 11, en el cual la fuente mineral es hidroxiapatito/fosfato tricalcico.

12



ES 2423 898 T3

FIG.1TA

FIG.1B

FIG.1C

13



NUMERO PROMEDIO DE COLONIAS

CELULAS POASITIVAS PARA BrdU (% TOTAL)

70—

60 -

50

40
30

20 -
10 -

r

0-

ES 2423 898 T3

100 1000 10000
CELULAS PLAQUEADAS POR POCILLO

FIG.1D

n=6

n=6

100000

14




ES 2423 898 T3

FIG.2E FIG.2F

15



ES 2423 898 T3

FIG.2K FIG.2L

16



ES 2423 898 T3

FIG.3B

FIG.3A

FIG.3D

FIG.3C

17



ES 2423 898 T3

18



ES 2423 898 T3

19



ES 2423 898 T3

B V9 A

FIG.5A

FIG SB

20



ES 2423 898 T3

o
8 I
Sg, B
o
bp =8 @8 %
2072 @]
1500
600
100

it :':":;::'-':’.-. :
i
: £ ,Lf‘HﬁA&r

FIG.6C

21



ES 2423 898 T3

22



ES 2423 898 T3

FIG.7C

ODONTOBLASTOS

FIG.7D

23



ES 2423 898 T3

24



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos

