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Resumen:

Introduccién: El foliculo dental es un tejido Unico compuesto por una condensacion de
células ectomesenquimales que rodea el germen dental en las primeras etapas de la
formacion del diente. Las células foliculo dental pueden formar los 3 tipos de tejidos que
constituyen el periodonto: ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar.
Objetivo:Analizar la expresion de marcadores
Citoqueratinas 13 y 19.Resultado: Los resultados encontrados en este estudio
demostraron la heterogeneidad y la capacidad de cultivo celular de las células de foliculo
dental. El ensayo por inmunofluorescencia demostré alta expresion de citoqueratina 19 y
moderada de citoqueratina 13.

Conclusiones: Los hallazgos encontrados pueden explicar desde un punto de vista basico
gue este tipo de células podrian diferenciarse a epitelios estructuralmente similares como
mucosa oral y piel. En este estudio se confirmo el potencial de las células madre del foliculo
dental , para diferenciarse a linaje epitelial a pesar de su naturaleza mesenquimal y la

expresion de las citoqueratinas 13 y 19 siendo esta la de mayor expresion.

INTRODUCCION

La ingenieria Tisular es un campo de reciente desarrollo cuyo objetivo es generar 6rganos
y tejidos artificiales mediante la generacion de sustitutos biol6gicos que reforman y
mantienen un tejido (1).Para ello utiliza cuatro pilares fundamentales: Células madre,
Andamios, Factores de crecimiento y/o moléculas de sefializacion; finalmente la union de
los tres componentes anteriores que en conjunto deben lograr propiedades biomecénicas
adecuadas para el desarrollo del tejido artificial (2). La mayoria de los tejidos del cuerpo
humano se han estudiado para contemplar la posibilidad de sustitucion por estructuras
disefiadas mediante ingenieria tisular. Ensayos clinicos se llevan a cabo para implementar

la aplicacion de tejidos artificiales (1).En este sentido, la Ingenieria Tisular ha desarrollado



estudios encaminados a generar artificialmente tejidos de la cavidad bucal dentro de los
cuales vale la pena resaltar a la mucosa oral (3). La mucosa oral esta integrada por dos
capas de tejidos estructural y embriolégicamente diferentes: tejido epitelial y tejido conectivo
guienes estan comunicados por una membrana basal. (4) El principal tipo celular del tejido
epitelial son los queratinocitos los cuales sintetizan citoqueratinas (5).Las citoqueratinas
son proteinas filamentosas estructurales que contribuyen a la formacion y estratificacion del
epitelio (6) ;la mucosa oral se ve afectada generalmente por enfermedad periodontal,
cancer, candidiasis, leucoplasia, infecciones, trauma e incluso condiciones relacionadas
con la préctica clinica (7) (8) (9) (10).Estas afecciones requieren tratamiento siendo los
procedimientos quirdrgicos la opcibn mas comun para su terapéutica. En algunas ocasiones
se requiere la reconstruccion del defecto e incluso el reemplazo total del tejido afectado
(11), para este procedimiento el clinico utiliza auto injertos o materiales de origen animal o
sintético pero muchas veces la cantidad de auto injerto o biomaterial no es suficiente para
suplir esta carencia (12). Por estas razones es necesario desarrollar nuevas estrategias
gue suplan esta necesidad tal como la Ingenieria Tisular (1).Hasta la fecha, se han utilizado
diferentes estrategias para desarrollar tejido epitelial y tejido conectivo constituyente de la
mucosa oral nativa mediante ingenieria tisular (12). Sin embargo, la obtencién y cultivo de
gueratinocitos los cuales son células nativas del epitelio oral han evidenciado dificultad para
proliferar y mantenerse en un cultivo in vitro, por lo cual estas células presentan limitaciones
para ser utilizadas en protocolos de Ingenieria Tisular (13). Ademas de lo anterior, uno de
los problemas que se presenta a la hora de realizar cultivos de este tipo es que se requiere
una gran cantidad de células para su proliferacion, segun lo reportado Rheinwald y col (14)
(1975), Reid y col (15)(1998).

Solamente dos estudios han diferenciado fuentes celulares alternativas para obtener
gueratinocitos para ser usadas en protocolos de generacion de mucosa oral artificial: un
estudio analiz6 la expresion de citoqueratinas en células Mesenquimales de la Gelatina de
Wharton mediante inmunohistoquimica y microarray, este tipo celular presentaron perfiles
de expresion de proteinas tipicas del epitelio bucal y la piel (citoqueratinas 3, 4, 7, 8, 12,
13,19, desmoplaquina y zona ocludens) (16) (17). Sin embargo, el acceso a estas fuentes
celulares aun sigue siendo complicado en la actualidad. Otro estudio utilizd6 un nuevo
modelo de mucosa oral de fibrina-agarosa para evaluar la expresiéon de citoqueratina en la

mucosa oral artificial y para determinar si este patrén es similar a la de mucosa oral



humana, con el objetivo de utilizar este modelo para aplicaciones terapéuticas clinicas.
(Garzon 1, 2009)Por otro lado, (Dogan, Demirci, & Sahin, 2015) utilizé células madre de
germen dental, logrando evidenciar la diferenciacion en linajes de células endoteliales y
epiteliales, presentando marcadores tipicos de células mesenquimales. Ademas, mediante

inmunohistoquimica, (RT-PCR) y western blot se logré identificar citoqueratinas 18 y 19

Por tanto, es necesario buscar fuentes alternativas de células que sean de facil obtencién,
gue presenten buenas caracteristicas de proliferacion, diferenciacion, viabilidad celular y

sobre todo que expresen proteinas tipicas del tejido epitelial.

Como lo son las células madre del foliculo dental y su posible aplicacion en ingenieria de
tejidos dentales. El Foliculo Dental se obtiene facilmente a partir de extracciones de terceros
molares clinicamente descartados, y se puede ser almacenado, congelado durante muchos
afios. Como una fuente celular potencial, la banca de células madre dental. (Masaki J.
Honda & Tsuchiya, 2010).

Las Citoqueratinas son filamentos intermedios que se encuentran en todos los tipos de
epitelios, y son los marcadores fundamentales de la diferenciacion del epitelio En esta
investigacion se identificara la presencia de dos citoqueratinas de relevancia en cavidad
bucal. Por esta razén, la investigacion propuso desarrollar su fase experimental ex
vivo utilizando células mesénquimas de foliculo dental, las cuales son de facil obtencién y
han presentado gran capacidad de proliferacién, diferenciacién y viabilidad celular (4). En
este contexto el objetivo del presente estudio fue analizar la expresiéon de marcadores
epiteliales (citoqueratina 13 y 19) en células mesénquimales del foliculo dental mediante

inmunofluorescencia.

2. MATERIALES Y METODOS.

2.1 Obtencion de muestras de Foliculo dental y Cultivo celular

Cuatro terceros molares inferiores indicados para exodoncia fueron extraidos de dos
pacientes sistémicamente sanos de 14 de afios con previo consentimiento informado
firmado por sus padres el cual se explicé que seran garantizados su derechos de guardar
identidad, datos y su tejido sera utilizado para experimentacion. Una vez realizada las

exodoncias se extrajo el tejido del foliculo dental.



Cultivo celular:
Para los diferentes ensayos se hicieron dos grupos. Grupo 1 fueron las muestras destinadas
para cultivo celular y ensayos de inmunofluorescencia ex vivo. Grupo 2 grupo Control

(muestras que no llevan anticuerpo primario).

Se realizo la técnica de cultivo celular por explante estandarizado previamente por la linea
de investigacion en los laboratorios de una universidad colombiana. Una vez obtenidas las
muestras de foliculo dental se lavaron con solucién salina buffer fosfato (PBS) marca
(BG&M®), son cortadas en trozos de 2 mm aproximadamente con un bisturi y
posteriormente los trozos fueron colocados en frascos de cultivo de 25 ml con una espatula.
Se esperd a que los trozos se adhieran a la superficie del frasco aproximadamente por 2 a
4 minutos. Una vez verificada la adhesién de los trozos a la superficie se le agrego
suavemente un medio de cultivo DMEM (Lonza) suplementado con 5 ml de antibi6tico
(Sigma) y 50 ml de suero fetal bovino (Lonza). Seguidamente, las muestras son incubadas
a 37°C a 5 atm de CO2. Se realiz6 controles de crecimiento en un microscopio invertido y
se hizo el cambio de medio de cultivo cada 2 dias. Los cultivos se observaron bajo
microscopio invertido hasta obtener una confluencia del 70% para pasar al siguiente pasaje.
Las células utilizadas para la técnica de inmunofluorescencia fueron las del cuarto pasaje
(23).

En cada pasaje se realizé control de los cultivos celulares mediante microscopia éptica para
verificar la confluencia de mas del 70%. Una vez se verifico la confluencia se procedio a
tripsinizar (Gibco®) el cultivo celular para realizar el siguiente pasaje. Ademas, en cada
pasaje se realizd control de calidad de los cultivos celulares (andlisis morfolégico, azul
trypan, y Citometria de flujo en el cuarto pasaje para corroborar el linaje mesenquimal de
las células en cuestion. Se utilizaron marcadores CD90, CD105, CD34 CDA45.

2.2 ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR MEDIANTE AZUL TRYPAN
Para el conteo celular se tomaron 10ul de células en suspension obtenidas en cada pasaje
y se colocaron en una camara de Neubauer para hacer el conteo. Para verificar la viabilidad
celular se utilizé la tincion de azul trypan (Lonza) la cual consiste en tomar 10ul de las
células tripsinizadas agregandole 10upl de azul trypan durante 5 minutos. Pasado este

tiempo se procedié al analisis bajo microscopia. Se tomaron células que conserven su



integridad de membranay aquellas que estén tefiidas de color azul. Se aplicé la siguiente

formula para obtener el porcentaje de células viables (23).

Férmula 1. Viabilidad celular

Numero de células viables 100

% de viabilidad celular = Numero Total de células

2.2 ANALISIS POR INMUNOFLUORESCENCIA

Se realiz6 ensayo de inmunofluorescencia directamente a las células del cuarto pasaje
cultivadas en laminas para identificar marcadores epiteliales (citoqueratina 13 y 19). En
primer lugar, se permeabilizaban las muestras con 0.1% triton x-100, posteriormente, se
har& blogueo con suero de caballo al 2.5%. Las muestras fueron incubadas a 4°C durante
1 hora con anticuerpo primario (Novus biologicals Cytokeratin 13 y 19) y por media hora
con anticuerpo secundario. Finalmente, se hizo lavado con PBS y se contrast6 con Solucion
fluorescente DAPI (Novus biologicals). Las laminas fueron cubiertas con cubreobjetos y se
analiz6 en microscopio de fluorescencia (Vanguard 1400FL series). Se tomé en cuenta un

control negativo (células que no se le adiciono anticuerpo primario) (28) (36) (18).

2.3 ANALISIS DE DATOS
La expresion de las proteinas se analiz6 cualitativamente por dos investigadores

independientes. La expresion sera almacenada de la siguiente manera:

(+++): fuerte expresion
(++): media expresion
(+): leve expresion

(+/-): muy baja expresion

A

(-): expresién negativa

Fuerte expresion cuando la poblacién celular expresa alta intensidad de sefal determinado
en color verde. Media expresién cuando la poblacién celular evidencia menor intensidad de
sefial en color verde. Baja expresién cuando la poblacién celular expresa débil sefal en

color verde.



3 RESULTADOS
3.1 Cultivo de células de Foliculo Dental

Los resultados encontrados en este estudio demostraron que los cultivos de células madre
del foliculo presentaron adherencia a la superficie del frasco de cultivo y proliferacion
celular, permitiendo realizar varios pasajes. Vale la pena resaltar que este tipo de células
mostraron morfologia tipica de células madre con adecuada viabilidad celular (Imagen 1).
En cuanto a la proliferacién celular en los primeros 6 dias no se observo crecimiento celular
en el cultivo primario. Se pudo evidenciar crecimiento exponencial a partir de los 7 dias
después de realizar el cultivo primario. A los 21 dias se observé confluencia del 80%. A
partir de ese momento se procedi6 a realizar el primer pase. El segundo pase se realiz6 a
los 28 dias, el tercer pase a los 35 dias y el cuarto pasaje a los 40 dias. El pasaje cuatro

fue utilizado para todas las pruebas propuestas en el apartado metodolégico.

Proliferacion y morfologia celular 10x

Pase 1 Pase 2

Pase 3 Pase 4




Imagen 1: Cultivo celular: se observa incremento de proliferacion celular en los diferentes

pases Y tipica morfologia fibroblastoide.

3.2 Azul trypan

En cuanto a viabilidad celular con ensayo de azul trypan se encontré que las células del
foliculo dental cultivadas presentaron en el pase 1 un 76,61% de viabilidad, en el pase 2 un
79,93%, 84,87% en el pase 3y en el Ultimo pase un 91,78% (Grafica 1).

VIABILIDAD CELULAR
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Grafica 1: Andlisis de la viabilidad celular mediante azul trypan

3.3 CARACTERIZACION CELULAR

3.3.1 Citometria de Flujo
Los resultados de Citometria de flujo encontrados en esta investigacion reportan que
las células mesenquimales del foliculo dental cultivadas presentaron marcadores CD90*
en una poblacion del 87,7%, CD45—81,5%", CD105 80,1% y CD34 (Figural)
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Figura 1. Representacién grafica de la citometria de flujo donde se observan marcadores:
CD90 positivo, CD45, CD34, CD105.

3.4 ANALISIS POR INMUNOFLUORESCENCIA
El analisis por inmunofluorescencia de citoqueratinas epiteliales CK13 y CK19 en cultivo
celular demostrd estar positivamente expresadas. Se observd presencia de CK19 fue

fuertemente (+++) expresada, mientras que CK13 present6 expresion moderada (++).

Tabla 1

CK13 CK19

CULTIVO CELULAR DE ++ +++
FOLICULO DENTAL
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Imagen 2. Expresion de citoqueratina 13 técnica de inmunofluorescencia, la flecha

nos indica la expresion de la citoqueratina 13

CK19 - 20X : CK19-20X

~>

Imagen 3. Expresion de citoqueratina 19 mediante técnica de inmunofluorescencia,

la flecha indica la expresion de la citoqueratina 19.
4. DISCUSION

El foliculo dental es un tejido Unico, compuesto por una condensacion de células
ectomesenguimales que rodea el germen dental en las primeras etapas de la formacion del
diente. Las células foliculo dental pueden formar los 3 tipos de tejidos que constituyen el

periodonto: ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar. (Xu QL, 2017).

Las células del foliculo dental presentan una gran capacidad proliferativa en condiciones
adecuadas, adhesion a un sustrato plastico, son capaces de diferenciarse a lo largo de
mdltiples linajes mesenquimales, mantener su capacidad de autor renovacion y mantienen
este fenotipo hasta que son expuestas a sefiales apropiadas. (Brizuela C., 2013). La

capacidad de adhesién al plastico de las células del foliculo dental del presente estudio



resalta su crecimiento y confluencia del 80% a los 21 dias a partir de ese momento se
procedi6 a realizar el primer pase ya que cumplian con las condiciones para llevarlo a cabo.
El potencial de diferenciacion de estas células que se originan en una muestra de tejido

gingival facil de obtener se proyecta como una fuente alternativa de células madre.

Debido a la dificultad de cultivar y obtener grandes cantidades de queratinocitos en la
actualidad se busca fuentes celulares opcionales que permitan sustituir los desafios en la
generaciébn de mucosa oral artificial para lograr una caracterizacién y estratificacién

adecuada del epitelio de la cavidad bucal.

Las células del foliculo dental se han ubicado como una excelente fuente y alternativa para
la obtencion de células madre, con un gran potencial de diferenciacion multiple ampliamente
estudiado, para uso terapéutico y ser utilizadas en protocolos de Ingenieria Tisular. (Masaki
J. Honda & Tsuchiya, 2010). Sin embargo, estas células son heterogéneas y varios trabajos,
incluyendo el presente estudio, han encontrado la expresion de citoqueratinas en otras
fuentes celulares tales como, células mesenquimales de la gelatina de Wharton y células

del germen dental. (Garzon, 2014).

Los resultado encontrados en este estudio demostraron una proliferacion progresiva siendo
desde gue el primer pase con una viabilidad de 76,61% hasta el cuarto pase 91,78% se
observéd un aumento exponencial en la proliferacion, estos resultados estan en
concordancia con lo reportado en el de (Piedra M, 2014) quien realizé un estudio en células
de pulpa dental, lo cual encuentra que las células del foliculo dental presentaron un similar

comportamiento.

Por otro lado (Brizuela C., 2013) observo que las células del foliculo dental estan en
concordancias con nuestros resultados proliferacion celular ya que colonias celulares
derivadas del foliculo dental presentaron una mayor confluencia de aparicibn en
comparacion a las pulpares. Sin embargo, esto se puede deber a la composicién diferente
gue presentan los tejidos. Mientras que el foliculo corresponde a un tejido conectivo de

caracteristicas laxas, la pulpa presenta un tejido conectivo de caracteristicas més fibrosas.



Los resultados encontrados en este estudio demostraron que las células de foliculo dental
presentaron marcadores tipicos como el CD90 que dio positivo,CD45 negativo,CD34
negativo y CD105 negativo, son marcadores especificos del foliculo dental en concordancia
con el autor (Dominici M, 2006) un gran potencial para células mesenquimales, proliferando
mas rapido con mayores duplicaciones de poblacién en comparacién con otras poblaciones
celulares como por ejemplo las de pulpa dental, ademas presentaron buena morfologia y
adherencia a la superficie plastica, expresion de CD90, CD45, CD34 y CD105. (Mitrano T,
2010).Algunos autores sugieren, que las células ideales para protocolos de ingenieria
tisular deben poseer un alto potencial de diferenciacién a otro tipo celular (Anzalone R,
2011).En este contexto, el resultado mas relevante de este trabajo fue la fuerte expresion
de citoqueratina 19, la cual demostré estar presente en gran cantidad en células de foliculo
dental cultivadas (ex vivo). Por otro lado, la citoqueratina 13 presenté moderada expresion
Estos resultados concuerdan con lo reportado (Hayward CJ, 2013) al que por que
previamente demostré la expresion de patrones de citoqueratinas del epitelio estratificado,
aunque ese reporte no fue llevado a cabo en cultivos celulares sino en tejidos nativos de
cordén umbilical (Hayward CJ, 2013).

La presencia de citogueratinas encontradas en foliculo dental abre un nuevo abanico de
posibilidades para la obtencion de células epiteliales. Estos resultados podrian soportar el
uso de células madre de foliculo dental como una fuente alternativa, para ser utilizados en
protocolos de generacidon de mucosa oral y de piel debido a la similitud estructural con la
mucosa bucal. Una de las limitaciones del presente estudio es que el analisis de la
inmunofluorescencia no fue realizado de una forma cuantitativa. Futuros trabajos de la linea
de investigacion deben analizar cuantitativamente los resultados incorporando las técnicas
de microarray y citometria de flujo. Adicional a esto, se debe ampliar el analisis de otros

tipos de citoqueratinas.
4. CONCLUSION

El foliculo dental es de facil obtencion y su posible aplicacién en la ingenieria de tejidos
como fuente potencial de células. Los resultados reportados pueden explicar desde un
punto de vista basico que este tipo de células podrian diferenciarse a epitelios
estructuralmente similares como mucosa oral y piel. En este estudio confirmé el potencial

de las células madre del foliculo dental, para diferenciarse a linaje epitelial aun cuando su



naturaleza mesenquimal, gracias a la expresion de las citoqueratinas 13 y 19 siendo esta

la de mayor expresion.
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