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Resumen

ANTECEDENTES

La regeneracion de la mucosa oral perdida a causa de las patologias orales es un desafio, ya
que los tejidos orales afectados necesitan ser restaurados a su arquitectura original. Las células
madre del foliculo dental, se presentan como una opcion atractiva para la regeneracion de los
tejidos de la cavidad bucal. Anteriormente, los autores han utilizado células madre obtenidas
de tejidos orales, investigando su potencial regenerativo. El propdsito del presente estudio es
identificar la expresion de las proteinas tipicas del epitelio Citoqueratina 8, Desmogleina, y
Desmoplaquina en células madre obtenidas a partir de foliculo dental y en estudios futuros su
potencial aplicacién en la regeneracion de mucosa oral.

METODOS

Previo consentimiento, asentimiento informado y aval ético institucional, se obtuvieron
gérmenes dentales del tercer molar en la etapa de formacion de la corona (n = 5), en pacientes
de 14 afios de edad) las muestras fueron almacenadas y procesadas, para aplicacion de técnicas
de cultivo celular, andlisis microscopico evaluando la viabilidad celular, citometria de flujo
para realizar la caracterizacion celular y posteriormente la aplicacién de técnicas de
inmunohistoquimica, para posterior identificacion de los perfiles de expresion de las proteinas
tipicas del epitelio en tejido foliculo dental.

RESULTADOS

Los cultivos de células madre de foliculo dental presentaron adherencia a la superficie del
frasco de cultivo, proliferacion celular, permitiendo realizar varios pasajes; esto permitio
evaluar el cultivo primario obtenido, que se caracterizO por la presentacion de varios
parametros: tasa de proliferacion y expresion de los marcadores tipicos de células del estroma
mesenquimatoso (MSC con adecuada viabilidad celular, observandose en los resultados la
expresion de los marcadores de diferenciacion de las células y la expresion notable de la
proteinas tipicas del epitelio en mayor proporcion Desmogleina.

CONCLUSIONES

Los resultados preliminares obtenidos en esta prueba piloto proporcionaron evidencia
inmunohistoquimica de la expresion de las proteinas tipicas del epitelio Citoqueratina 8,
Desmogleina y Desmoplaquina, obtenidas de tejido foliculo dental, resultado que puede ser
relevante para las investigaciones de ingenieria tisular, constituyendo un complemento util
para su utilizacion como alternativa estructural para la generacion de tejidos orales 0 mucosa
oral.



INTRODUCCION

Las células madre se caracterizan especialmente, por su potencial de renovacién continua y
permanente, estas tienen la capacidad de diferenciarse en diversos tipos de células
especializadas (1). Por esta razdn, estas células son un tema de interés para los investigadores
y el publico en general, como una forma de regenerar los tejidos dafiados y mejorar la
resolucion de algunas enfermedades. Friedenstein et al. (1966), identificaron por primera vez
células madre mesenquimales, aspiradas de médula ésea adulta y las caracterizaron como
células adherentes, auto renovables, similares a fibroblastos (fibroblastos unitarios formadores
de colonias) obtenidos de la médula 6sea (2). Desde entonces, la médula 6sea ha sido la fuente
mas utilizada de células madre, sin embargo, su obtencion quirdrgica ha sido una limitante
dado el trauma que representa, por ello se hace necesario aislarlas de tejidos a los que se puede
acceder con un minimo trauma quirargico. Se han realizado estudios (3) (4) para identificar
otras fuentes celulares e indagar como estas células pueden diferenciarse a distintos linajes
celulares, con el fin de utilizarlas en procedimientos regenerativos.

Segun Gronthos, et al 2000, mediante la ingenieria de tejidos, estas células madre se pueden
utilizar para producir material celular que pueda ser empleado en la reparacion de tejidos, en
ese sentido, en Ingenieria Tisular y Regenerativa de la cavidad oral se han utilizado diferentes
fuentes celulares para generar tejidos como mucosa oral, por ejemplo queratinocitos y
fibroblastos orales (5) (6), células madre de la gelatina de Wharton del cordon umbilical
humano (HWJSCs) (7), queratinocitos del cordon umbilical (8), células endoteliales (9), que
han evidenciado resultados; sin embargo persiste la busqueda y desarrollo de tratamientos
actuales para las enfermedades periodontales.

En este contexto, los tejidos dentales se han investigado como fuentes de células madre y se
han identificado y caracterizado multiples modelos celulares derivados de dientes, incluidos
los de pulpa dental (DPSC) (10) (11), de ligamento periodontal (PDLSC) (12), células
progenitoras de foliculo dental (DFPC) (13) (14), SC de papila apical (SCAP) (14) (15) y
ligamento periodontal de SC de dientes deciduos (DePDL) (16) (17). Los tejidos dentales son
una fuente confiable y de facil acceso de células madre que se pueden obtener con una
morbilidad limitada y sin riesgos adicionales para el donante, ya que los dientes
extraidos/exfoliados representan un producto de desecho de los procedimientos dentales.

Kemoun y col. 2007 (18) demostraron a través de estudios de inmunolocalizacion de
marcadores de células progenitoras mesenquimales multipotenciales y receptores proteinas
morfogenéticas en foliculo dental in vivo, que las células del foliculo dental poseen
propiedades de células mesenquimales multipotenciales, luego de su diferenciacién hacia
maltiples tipos de células mesenquimales derivadas, tales como cementoblastos, condrocitos,
adipocitos. Bluteau y col en el 2008, desarrollaron estudios encaminados en generar
artificialmente tejidos de la mucosa oral. (19) Véllner y col. 2009 han demostrado que las
células del foliculo dental pueden diferenciarse en células de tipo neural cuando se cultivan en
un medio inductor neural.

Rezai-Rad et al. (2015) descubrieron la fuerte capacidad osteogénica de estas células, esto las
convierte en un tipo atractivo de células madre adultas para reparar defectos 6seos o pérdida
Osea asociada con la enfermedad periodontal (20). El foliculo dental representa una fuente
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atractiva de celulas madre/progenitoras debido a que es un tejido prescindible que se puede
eliminar con una morbilidad minima (Ikeda et al., 2006 ). Sin embargo, las propiedades de
estas células del foliculo dental y su viabilidad para la regeneracion de tejidos ain deben
investigarse con mayor detalle en su composicion estructural.

Por lo tanto, un modo de avanzar en este campo de investigacion es a través del estudio e
identificacion del perfil de expresion de ciertas queratinas, como la citoqueratina 8,
Desmoplaquina, Desmogleina que debido a su conformacion estructural son importantes para
la estabilidad mecanica y la integridad de las células y tejidos epiteliales. Ademas, algunas
queratinas también tienen funciones reguladoras y estan involucradas en las vias de
sefializacion intracelular, por ejemplo, proteccion contra el estrés, cicatrizacion de heridas y
apoptosis. Tipicamente, los filamentos de queratina se insertan en los desmosomas confiriendo
estabilidad en las uniones intercelulares. (21) (22).

En consecuencia, contribuyen no solo a la estabilidad entre las células epiteliales en si, sino
también a la fijacion de la membrana basal y en la medida en que el compartimento del tejido
conectivo de un epitelio dado (22). Més alla de sus funciones bioldgicas, los patrones de
expresion de queratina no solo caracterizan a las células como "epiteliales”, sino que también
son caracteristicas para distintas etapas, incluida la terminal, durante la diferenciacion epitelial
celular de embrionario a adulto o del programa de maduracion interna durante el desarrollo
(21) (22).

El objetivo del presente estudio fue identificar la expresion de proteinas tipicas del epitelio
Desmogleina, Desmoplaquina y citoqueratina 8 mediante la técnica de inmunofluorescencia
en foliculo dental. Nuestros hallazgos de sus patrones de expresion serdn comparados con los
reportados en estudios previos, y se discuten con respecto a su papel contribuyente en los
procesos fundamentales del desarrollo, tales como la proliferacion, diferenciacion y transicion
epitelial.

MATERIALES Y METODOS

1. Obtencidn de muestras de foliculo dental

Previo consentimiento, asentimiento informado y aval ético institucional, se obtuvieron
gérmenes dentales de terceros molares. Las muestras de foliculo se obtuvieron a partir de 4
terceros molares en estadio de nolla 5 indicados para exodoncia de pacientes sistémicamente
sanos. Todas las muestras fueron obtenidas con previo consentimiento informado. Una vez
realizado el procedimiento, quirtrgico las muestras fueron almacenadas en un medio de
transporte enriquecido de Dulbecco’s Modified Eagle Medium DMEM (Lonza) suplementado
con 30 ml de antibiotico (Sigma), que luego fueron procesadas en el laboratorio.

1.1 Cultivo celular
Se realizo la técnica de cultivo celular por explante estandarizado previamente por la linea de
investigacion en los laboratorios de la Universidad Antonio Narifio. Una vez obtenidas las
muestras de foliculo dental fueron lavadas con solucion salina buffer fosfato (PBS) marca
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(BG&M®), cortadas en trozos de 2 mm aproximadamente con un bisturi y posteriormente los
trozos colocados en frascos de cultivo de 25ml con una espétula.

Una vez los trozos se adhirieron a la superficie del frasco aproximadamente por 2 a 4 minutos,
se les agreg6 suavemente un medio de cultivo DMEM (Lonza) suplementado con 5 ml de
antibiotico (Sigma) y 50 ml de suero fetal bovino (Lonza). Seguidamente, las muestras fueron
incubadas a 37°C a 5 atm de CO». Se realizaron controles de crecimiento con microscopio
invertido y se realizé 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) (24)

2. Analisis microscopico

En cada pasaje se realizd control de los cultivos celulares mediante microscopia optica para
verificar la confluencia de mas del 70%. Una vez se verificd la confluencia se procedié a
tripsinizar (Tripsina Gibco®) el cultivo celular para realizar el siguiente pasaje. Ademas, en
cada pasaje se hizo control de calidad de los cultivos celulares. En esta evaluacion
microscopica se tuvieron en cuenta los parametros descrito por Dominici (2006) (23) quien
establece ciertos pardmetros que estdn relacionados con las caracteristicas morfoldgicas
tipicas de las células madre y adherencia a la superficie del frasco de cultivo.

2.1 Citometria de flujo

En el cuarto pasaje se realizd la caracterizacion de marcadores especificos para células
mesenguimales CD90 (Affymetrix), CD45 (Affymetrix) y CD105 (Affymetrix); utilizando el
servicio de Citometria de la Universidad Nacional de Colombia). El citometro utilizado fue
Citometro de Flujo FACSCanto Il - Configuracion 4-2-2. Se utilizaron 600.000 células para
este ensayo y un microlitro de anticuerpo diluido en 100 ul de PBS.

a. Azul Trypan

Para el conteo celular se tomaron 10ul de células en suspension obtenidas en cada pasaje y se
colocaron en una cdmara de Neubauer para hacer el conteo. Para verificar la viabilidad celular
se utilizo la tincién de azul trypan (Lonza) la cual consiste en tomar 10ul de las células
tripsinizadas agregandole 10ul de azul trypan durante 5 minutos. Pasado este tiempo se realizd
el andlisis bajo microscopia. Se tomaron células como vivas aquellas que conserven su
integridad de membrana y como muertas aquellas que estén tefiidas de color azul. Se aplico la

siguiente férmula para obtener el porcentaje de células viables (23) (24)
Ecuacion 1 Formula de Viabilidad Celular

. .- NU d dlul iabl
% de viabilidad celular =———r2 £¢ CCWAT VIAD78S x 100

Nuamero Total de células

b. Analisis por Inmunofluorescencia
Se realiz6 ensayo de inmunofluorescencia directamente a las células del cuarto pasaje
cultivadas en laminas para identificar marcadores de diferenciacion epitelial (citoqueratina 8,
Desmoplaquina y Desmogleina). En primer lugar, se permeabilizo las muestras con 0.1%
tritdn x-100, posteriormente, se hizo bloqueo con suero de caballo al 2.5%. Las muestras
fueron incubadas a 4°C durante 1 hora con anticuerpo primario (Novus biologicals
Cytokeratin 8, Novus biologicals desmoplakin, Novus biologicals desmoglein) y por media



hora con anticuerpo secundario. Finalmente, se realizdé lavado con PBS y se contrasto con
Solucion fluorescente  DAPI (Novus biologicals). Las ldminas fueron cubiertas con
cubreobjetos para su analisis en microscopio de fluorescencia (Vanguard 1400FL series). Se
tuvo en cuenta un control negativo (células que no se le adiciono anticuerpo primario).

La expresion de las proteinas fue analizada semi-cuantitativamente por dos investigadores
independientes. La expresion sera almacenada de la siguiente manera:

(+++) Fuerte expresion; (++) Media expresion; (+) Leve expresion; (+/-) Muy baja expresion;
(-) Expresion negativa. Fuerte expresion cuando la poblacién celular expresa alta intensidad de
sefial determinado en color verde. Media expresion cuando la poblacion celular evidencia
menor intensidad de sefial en color verde. Baja expresion cuando la poblacién celular expresa
débil sefal en color verde.

RESULTADOS

Cultivo de las células del foliculo dental

Los resultados encontrados en este estudio demostraron que los cultivos de células madre de
foliculo dental presentaron adherencia a la superficie del frasco de cultivo y proliferacion
celular. El cultivo primario obtenido se caracterizO por varios parametros: tasa de
proliferacion, y (MSC con adecuada viabilidad celular).

Una vez iniciado el cultivo del explante, las células fueron observadas diariamente bajo
microscopia 6ptica para evaluar morfologia fibroblastoide y adherencia a la superficie plastica,
segun los criterios de la ISCT (Dominici et al.). A las 4 semanas de cultivo se observo la
presencia de celulas madres mesenquimales con la morfologia mencionada y adherencia al
plastico. Las CMM de foliculo dental alcanzaron una confluencia de un 80%. Se demuestra su
capacidad de proliferacidn respectivamente (Imagen 1)

Imagen 1 Morfologia fibroblastoide tipica de
células madre mesenquimales donde se
observa adherencia a la superficie de cultivo




En cuanto a la proliferacion celular en los dos primeros dias no se observo crecimiento celular
en el cultivo primario. Se pudo evidenciar crecimiento exponencial a partir de los 3 dias
después de realizar el cultivo primario. A los 15 dias se observé confluencia del 80%. A partir
de ese momento se procedio a realizar el primer pase. El segundo pase se realizé a los 22 dias,
el tercer pase a los 29 dias y el cuarto pase a los 40 dias. Se utilizo el pase cuatro para todas las
pruebas formuladas en el apartado metodolégico.

Caracterizacion celular

Los resultados de Citometria de flujo encontrados en esta investigacion reportan que las
células mesenquimales del foliculo dental cultivadas presentaron marcadores CD90* en una
poblacién del 87,7%, CD45 81,5%, CD105  80,1% y CD34" 76,6(Figural)
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Figura 1 Histogramas de Citometria de flujo sobre la expresion de marcadores de superficie celular
CD45, CD90, CD34 CD105 relacionados con células mesenquimales obtenidas de tejido foliculo
dental.

Expresion positiva de los marcadores de membrana CD90, expresion negativa de CD45, CD34
CD105.




Azul Trypan

En cuanto a viabilidad celular con ensayo de azul trypan se encontrd 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% (Gréfica 1).

PORCENTAIJE DE VIABILIDAD CELULAR
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Grafica 1 Porcentaje de Viabilidad en cada de uno de los Pasajes

Viabilidad celular promedio en células de fibroblastos humanos incubados. Valores medios de
cuatro pasajes independientes para cada grupo experimental. Tercer y cuarto pasaje alcanzan
una viabilidad celular superior al 80%.

Expresion de Citoqueratina 8, Desmogleina y Desmoplaquina

Los resultados encontrados en cuanto a la expresion de Citoqueratina 8, Desmogleina y
Desmoplaquina; evidencian notable expresion de estas proteinas con una intensidad media de
color verde. Sin embargo, cabe resaltar que la Desmogleina presento una mayor
inmunofluorescencia que se aprecia en ambas magnificaciones. Se observa expresion negativa
en la microscopia de fluorescencia correspondiente al control (Figural).



Desmoplaquina

Desmogleina

Citoqueratina 8

Control

Figura2 Resultados de Expresion a 10x y 20x. Microscopia de
fluorescencia a,e. Leve expresion (+); b,c,d,e y f. Media expresion (++);
g. Microscopia de fluorescencia correspondiente al control.



DISCUSION

Las células del foliculo dental se han posicionado como una excelente fuente alternativa para
la obtencidn de células madre, y han mostrado gran potencial para ser utilizadas en protocolos
de Ingenieria Tisular. Diferentes estudios como el de Yamada (2014) o (25) encontraron la
expresion de citoqueratinas en otras fuentes celulares, tales como células mesenquimales de la
pulpa dental y células del germen dental.

El presente estudio caracterizo un modelo ex vivo, derivado de celulas madre de foliculo
dental, mediante la técnica de explante, cuyo objetivo fue identificar la expresion de proteinas
tipicas del epitelio; Citoqueratina 8, Desmogleina y Desmoplaquina para su posible utilizacion
como fuente de células madre autélogas con aplicaciones clinicas. EI modelo basado en
explante fue confirmado por el mantenimiento de la composicién, organizacion y arquitectura
original del tejido.

Posterior al cultivo celular, objeto de investigacion, se logré aislar y caracterizar a las células
madre mesenquimales provenientes de tejido foliculo dental, estas células fueron evaluadas y
monitoreadas diariamente, evidenciandose desde el tercer dia crecimiento exponencial,
observando como caracteristicas; morfologia fibroblastoide y adherencia al plastico,
pardmetros propuestos por The International Society for celular therapy posicion statement
(26), y que también reporta en su estudio Mitrano (2010) considerandose que cumple con las
condiciones ideales de cultivo y proliferacion celular.

La capacidad para adherirse al pléastico de las células del presente estudio sobresalen, ademas
de su crecimiento y confluencia que en este caso alcanzo el 80% a los 15 dias de iniciar el
cultivo, por lo cual en este dia se decide realizar el primer pasaje, ya que se cumplian las
condiciones necesarias para llevarlo a cabo, y es compatible con los resultados presentados en
estudios previos (27). Las células no adherentes se eliminaron cambiando el medio.

En cuanto a la caracterizacion de marcadores, se evidencio la expresion positiva de CD90
definido como una glicoproteina marcador de superficie comun al igual que CD105, que se
expresa principalmente en leucocitos y que participa en las interacciones celulares entre si y
con la matriz celular (28), se presenta expresion negativa de CD34, CD45, CD 105, resultados
obtenidos a través de la técnica de citometria de flujo y estan en concordancia con lo reportado
en otros estudios como el de Xiyao Pang (29), en donde hubo expresion negativa de CD45 y
CD34 y expresion positiva de CD90 y CD105. Estos marcadores estan caracterizados como
marcadores de células mesenquimales, como lo describe Kawashima (2012) (30); sin embargo
se plantea que un motivo por el cual no se expresen estos marcadores sea por hacer parte de
tejidos hematopoyéticos.

En nuestra investigacion evidenciamos un 91,78% de viabilidad celular, lo que permitié
realizar un analisis a través de inmunofluorescencia. Realizando un anélisis comparativo con
estudios previos como el de Garzon (2015) quien realizo su estudio en células de la pulpa
dental, encontramos que las células derivadas del foliculo dental de nuestro estudio
presentaron una mayor confluencia de aparicién en relaciéon a las reportadas en ese estudio
(31). Sin embargo, esto puede estar relacionado a la composicion diferente que presentan los



tejidos. Mientras que el foliculo corresponde a un tejido conectivo de caracteristicas laxas, la
pulpa presenta un tejido conectivo de caracteristicas mas fibrosas (2). Estos resultados
observados a través de la técnica de inmunofluorescencia, reflejan la expresion de marcadores
epiteliales Citoqueratina 8, desmogleina y desmoplaquina, niveles de expresion que se
registraron de manera semicuantitativa por medio de una escala visual, siendo la desmogleina
quien presento mayor expresion, seguida por las Citoqueratina 8, y desmoplaquina. Para
nuestro estudio este resultado cobra vital importancia ya que no hay estudios que involucren
estas proteinas en células mesenquimales de foliculo dental.

Esta evidencia de los marcadores de expresion es muy importante, considerando que estas
proteinas son fundamentales dada su conformacion estructural brindan estabilidad mecanica
e integridad a las células y tejidos epiteliales. Ademas, también poseen funciones reguladoras
y estan involucradas en las vias de sefializacion intracelular, por ejemplo, proteccion contra el
estrés, cicatrizacion de heridas y apoptosis. (22)

De tal manera podemos establecer que el foliculo dental puede ser una fuente viable y de facil
obtencion de estas proteinas, pues son estratégicas para mejorar el soporte mecanico y
estructural en los cultivos de elaboracion de mucosa oral artificial; que sumadas con factores
de crecimiento y biomateriales como reporta Kao (2009) (32) en sus estudios de mediadores
bioldgicos, pueden utilizarse para la elaboracion de tejidos artificiales en ingenieria tisular.

CONCLUSIONES

Los resultados preliminares proporcionan evidencia inmunohistoquimica de la expresiéon de
las proteinas tipicas del epitelio Citoqueratina 8, Desmogleina y Desmoplaquina, obtenidas de
tejido foliculo dental, resultado que puede ser relevante para las investigaciones de ingenieria
tisular, constituyendo un complemento Util para su utilizacion como alternativa estructural
para la generacion de tejidos orales 0 mucosa oral.

Los resultados reportados en este trabajo confirman la heterogeneidad, la viabilidad y la
adecuada forma para seleccionar el mayor potencial de las células de foliculo dental en
concordancia al érgano o tejido a regenerar Como una fuente accesible con alto potencial de
proliferacion y diferenciacion, las células madre del foliculo dental emergen como una fuente
alternativa para desarrollar protocolo de Ingenieria Tisular en los cuales las células nativas
epiteliales.
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