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RESUMEN

Las células madre de la papila apical tienen excelentes propiedades de
diferenciacion y gran potencial de uso en protocolos de ingenieria tisular, sin
embargo, el potencial de diferenciacion epitelial no ha sido explorado con este
tipo de células. El objetivo es analizar la expresion de citoqueratinas 8, 13, y 19,
desmoplaquina y desmogleina mediante inmunofluorescencia. Materiales y
Métodos: Se realizaron cultivos celulares de tejido de papila apical mediante
técnica de explante de pacientes donadores sanos. Se realiz6 caracterizacion
celular mediante citometria de flujo, se analiz6 por medio de
inmunofluorescencia la expresion de citoqueratinas 8, 13 y 19, desmoplaquina y
desmogleina. Resultados: Las células de la papila apical expresaron
citoqueratina 8, 13 y 19 desmoplaquina y desmogleina, observado a través de
la técnica inmunofluorescencia, la cual se le aplico a las células del cuarto pase
gue demostraron una viabilidad celular del 86.76% por medio de citometria de
flujo y azul de tripano. Conclusiones: Las células madre de la papila apical
expresan marcadores epiteliales y soportan la idea que podrian ser usadas como
una fuente alternativa para desarrollar protocolos de mucosa oral artificial.



INTRODUCCION

La ingenieria de tejidos se define como "la reconstitucion de tejidos y 6rganos, in
vitro, para usar como sistemas modelo en investigacion basica y aplicada o para
usar como injertos para reemplazar partes o funciones corporales dafiadas o
enfermas”. En el campo de la cirugia oral y maxilofacial, esto se aplica a través de
los esfuerzos reconstructivos necesarios para el tratamiento de traumatismos,
reseccion tumoral y para reparar deformidades congénitas (1). En el éarea
odontoldgica es de gran interés al ir encaminada a construir tejidos de la cavidad
bucal dentro de los cuales se puede resaltar la mucosa oral (2).

La mucosa oral puede verse afectada generalmente por enfermedad periodontal,
afectaciones sistémicas o trastornos médicos (7). Actualmente las diferentes
necesidades de materiales de regeneracion de tejidos se suple con: autoinjertos,
xenoinjertos y sintéticos (3), pero en algunos casos por extensiones en los defectos
resultan escasos estos materiales de primera eleccion. La mucosa oral elaborada
por ingenieria tisular podria contribuir a resolver estos problemas (8).

Se han publicado estudios de elaboracion de mucosa artificial donde se utilizaron
células tipo fibroblastos y queratinocitos (8), sin embargo, no se ha logrado obtener
un tejido idéntico al nativo. Se ha encontrado que los queratinocitos presentan
dificultades en su cultivo, obtencion y proliferacién (9), siendo necesario buscar
otras alternativas celulares para utilizarlas en estos andamios para la creacion de
organos y tejidos. Con respecto a este proceso hay pocos estudios que involucren
dichas alternativas. Garzén y Cols (10), realizaron un estudio con células
heterogéneas de corddén umbilical encontrando gran capacidad de proliferacion,
diferenciacion y expresion de marcadores epiteliales que corresponden a
citoqueratinas 7, 8, 19, 4, 13 y 3 al igual que desmoplaquina y zona ocludens. En
otro estudio de Garzén y colaboradores (11), estudiaron la diferenciacion de las
células de la gelatina de Wharton (HWJSC) a células epiteliales de la mucosa oral
y piel in vivo e in vitro, encontrando que solo se diferenciaban in vivo expresando
los siguientes marcadores: citoqueratinas 1, 4, 8 y 13, placoglobina, filagrina e
involucrina. Otra investigacion clave de Dogan y Cols (21), abarca estrictamente el
estudio de células madre dentales como fuente de células madre primarias para
diferenciarse en tejido epitelial y endotelial arrojando expresion de citoqueratinas
18y 19 (21).

Revisando los estudios existentes y buscando alternativas que permitan obtener
diferentes fuentes de células madre que tengan la capacidad de diferenciarse a



células epiteliales no hay evidencia que se haya realizado a partir de células de la
papila apical (4). Se ha demostrado que las células madre de papila dental (hPD-
SC) se han diferenciado en linajes osteogénico, condrogénico y adipogénico,
demostrando su gran capacidad de diferenciacion y a la vez demostrando la
facilidad de su cultivo (5).

Las citoqueratinas son proteinas intracelulares del citoesqueleto presentes en el
epitelio, al igual que la desmogleina y la desmoplaquina (6). Por lo tanto al ser
caracteristicos de este tejido se deben identificar para demostrar la diferenciacion
a células epiteliales y posterior viabilidad de su estratificacion en andamios (scaffold)
creados mediante ingenieria tisular.

El objetivo del presente trabajo fue identificar la expresion de marcadores
epiteliales: citoqueratinas 8, 13 y 19, desmoplaquina y desmogleina en células
mesenquimales de la papila apical mediante inmunofluorescencia y caracterizar
mediante la aplicacion de técnicas de citometria de flujo.

1. MATERIALES Y METODOS

1.1 OBTENCION DE MUESTRAS DE PAPILA APICAL HUMANA

Previo consentimiento informado y asentimiento por parte de los responsables de
los pacientes y por pacientes, se realizaron exodoncias de cuatro terceros molares
inferiores indicados para tal fin, de dos pacientes sistémicamente sanos de 14 de
afos, una vez realizada las exodoncias se extrajo el tejido de la papila apical. Este
estudio fue avalado por el comité de Bioética de la investigacion de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Antonio Narifio. Es importante resaltar que se realizo
explicacion a los pacientes y/ o sus responsables frente al procedimiento a realizar,
el objetivo del estudio y se aclaré que estos podrian retirarse de la investigacion en
el momento que lo consideraran.

1.2 CULTIVO CELULAR

Se utilizé la técnica de explante, previamente estandarizada por el grupo de
investigacioén, las muestras fueron lavadas con Solucién Salina Buffer Fosfato (PBS)
(BG&M ®), estas se cortaron en trozos de 2 mm con un bisturi Bard Parker y se
colocaron en frascos de 25 cm?, adicionalmente, se agregé Dulbecco Modified
Eagle Medium (DMEM) (Lonza®) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino
(Biowest®), L-glutamina 2mm, 5% de antibidtico (Gibco®). Posteriormente las



muestras fueron incubadas a 37°C con 5% (v/v) de CO2, luego se realizaron
controles de crecimiento en un microscopio invertido marca zeiss y se cambio el
medio de cultivo cada 72 horas.

1.2 ANALISIS MICROSCOPICO

Las células fueron cultivadas y atravesaron por cuatro pases, luego de este ultimo,
se realiza un ensayo de inmunofluorescencia en el cual se recuperan las células
cuando logran una confluencia del 70% sobre la caja de cultivo y se efectlia analisis
microscopico para determinar la morfologia celular y su capacidad de adherencia a
la superficie de cultivo celular.

1.2.2 CITOMETRIA DE FLUJO

Para realizar la caracterizacion celular se utilizé el cuarto pase para identificar
marcadores especificos de células madre mesenquimales (14) y se utilizaron los
siguientes anticuerpos: CD90 (Affymetrix), CD45 (Affymetrix), CD105 (Affymetrix) y
CD34 (LSBio) (utilizando el servicio de Citometria de la Universidad Nacional de
Colombia). EI citébmetro utilizado fue Citometro de Flujo FACSCanto Il -
Configuracion 4-2-2. Para este ensayo se utilizaron 600.000 células y un microlitro
de anticuerpo diluido en 100 pl de PBS.

1.3 ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR MEDIANTE AZUL DE TRIPANO

Para el conteo celular se tomaron 10ul de células en suspension obtenidas en cada
pase y se colocaron en una camara de Neubauer para hacer el conteo, para verificar
la viabilidad celular se utilizo la tincidon de azul de tripano (Lonza) la cual consiste en
tomar 10ul de las células tripsinizadas adicionando 10ul de azul de tripano durante
5 minutos. Pasado este tiempo se procedi6 al andlisis bajo microscopia; se tomaron
células como vivas aquellas que conservaban su integridad de membrana y como
muertas aquellas que estuvieron tefiidas de color azul. Se aplico la siguiente férmula
para obtener el porcentaje de células viables (12) (13).

Formula 1. Viabilidad celular
Numero de células viables 100

% de viabilidad celular = Numero Total de células

1.4 IDENTIFICACION POR INMUNOFLUORESCENCIA



Para el ensayo de inmunofluorescencia se seleccion6 un cultivo del pase 4 para
determinar la expresion de citoqueratinas, desmogleina y desmoplaquina, se realizé
el ensayo de inmunofluorescencia directamente sobre 20.000 células del pase 4
cultivadas en placas de 4 pozos (chamber), para identificar marcadores epiteliales
citoqueratinas CK19, CK13, CK8, desmoplaquina y desmogleina, ademas, se
impermeabilizaron las muestras con 0.1% tritdn x-100 y posteriormente, se hace un
bloqueo con 100ul de suero de cabra (Sigma-Aldrich®).

Las muestras se incubaron a 4°C durante toda la noche con los anticuerpos
primarios a una concentracion de 1:500 (Novus biologicals Cytokeratin® 8, 13y 19
Desmoplakin, Desmoglein). Después de tres lavados en PBS se incubaron las
muestras durante 1 hora en cadmara humeda con anticuerpo secundario FITC anti-
mouse a una concentracion 1:500. Finalmente, las muestras fueron lavadas y
contrastadas con 25ul de solucibn de montaje fluorescente DAPI (Novus
biologicals®). Por ultimo los pozos se cubrieron con cubreobjetos y se realizd el
analisis en microscopio de fluorescencia invertido a 20 X (Vanguard 1400FL series).

La expresion de las proteinas se analizé semicuantitativamente y se proceso de la
siguiente manera:

1. (+++): alta expresion

2. (++): media expresion

3. (+): leve expresién

4. (+/-): muy baja expresion
5. (-): expresion negativa

Fuerte expresion cuando la poblacién celular evidencia alta intensidad de sefal
determinado en color verde.

Media expresion cuando la poblacion celular evidencia menor intensidad de sefal
en color verde.

Baja expresiéon cuando la poblacion celular evidencia débil sefial en color verde.

2. RESULTADOS
2.1 ANALISIS CELULAR MICROSCOPICO

Se analizaron los cuatro pases para evaluar la adherencia a la superficie celular, la
morfologia y la proliferacién, los resultados encontrados en este estudio
demostraron que los cultivos de células de la papila apical presentaron adherencia
a la superficie del frasco de cultivo. Se observé morfologia fibroblastoide con
prolongaciones e interconexiones celulares (Imagen 1).



Ademas, se observé incremento en la proliferacion celular en los diferentes pases.
A partir del 5 dia se observé proliferacion en el primer pase, el segundo pase se
realizé a los 12 dias, el tercer y cuarto pase se realiz6 a los 19 y 26 dias

respectivamente. El pase cuatro fue utilizado para todas las pruebas propuestas en
el apartado metodologico (imagen 1).

Proliferacion y Morfologia Celular 10x

Imagen 1. Cultivo celular: se observa secuencia de proliferacién celular del pase 1
al pase 4 y en cada pase una morfologia celular tipica fibroblastoide; pase 1 al
quinto dia, pase 2 a los 12 dias, pase 3 a los 19 dias, pase 4 a los 26 dias.

2.2 Caracterizacion por citometria de flujo

Los resultados de citometria de flujo encontrados en esta investigacion reportan que
las células mesenquimales de la papila apical presentaron marcadores CD90* en
una poblacién del 87,1%, CD45—81,0% ", CD34—86,4% y CD105 83,7% (Gréfica 1).
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Grafica 1. Representacion grafica en el que se demuestra la citometria de flujo
donde se observan marcadores: CD90 positivo, CD45, CD34, CD15 negativos
respectivamente

2.3 Viabilidad celular mediante azul de Tripano
En cuanto a viabilidad celular con ensayo de azul de tripano, se encontré que las
células de la papila apical presentaron en el pase 1 un 66,61% de viabilidad, el pase

2 un 69,93%, el tercer pase 77,87% y el pase 4 un 86,78% (Grafica 2).
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Gréfica 2. Analisis de viabilidad celular por medio de azul de tripano, donde se
puede observar el incremento porcentual por cada pase.



2.4 ANALISIS POR INMUNOFLUORESCENCIA

El andlisis por inmunofluorescencia de CK8, CK13, CK19, desmogleina y
desmoplaquina en el cultivo celular demostré expresion positiva. Los resultados
arrojados es este estudio ponen en evidencia una media expresion de citoqueratina
8, 13, desmoplaquina y desmogleina. Por otro lado, se pudo observar alta expresion
de citoqueratina 19 (Tabla 1) (Imagen 2).

CK19-20x

CK8-20x CK13-20x

DESMOGLEINA-20x  DESMOPLAQUINA-20 CONTROL

Imagen 2. Analisis por inmunofluorescencia de la expresion de citoqueratinas 8, 13,
19, desmogleina y desmoplaquina en células de papila apical a 20x y grupo control
con pigmento celular azul.

Nivel de expresion

CKs8 CK13 CK19 Desmogleina Desmoplaquina
++ ++ +++ ++ ++

Tabla 1. Expresion citoqueratinas, desmogleina y desmoplaquina analizadas en
este trabajo segun lo determinado por inmunofluorescencia a 20x en células de
papila apical. Todas las células mostraron una media expresion (++) a excepcion de
la CK19 que tuvo alta expresion (+++).



3. DISCUSION

Las células de la papila apical permiten aislarse facilmente, con pocas
consideraciones éticas y con gran potencial multipotente, cumpliendo asi con los
criterios minimos de la sociedad internacional de terapia celular para ser utilizadas
en el area de la ingenieria tisular y ofreciendo nuevas perspectivas para las terapias
basadas en células (16).

Los resultados encontrados en este estudio frente a proliferacion demostraron que
las células de la papila apical presentan un gran potencial para células
mesenquimales, proliferando mas rapido con mayores duplicaciones de poblacion
en comparacion con otras poblaciones celulares como por ejemplo las de pulpa
dental (15), ademas presentaron buena morfologia y adherencia a la superficie
plastica, expresiéon de CD90 y no expresion de CD45, CD34 y CD105, criterios que
concuerdan con lo descrito por Dominici (14).

Los resultados obtenidos de caracterizacion de las células por medio de la técnica
de citometria de flujo estan en concordancia con lo reportado en otros estudios
como el de Xiyao Pang, en donde hubo expresién negativa de CD45 y CD34 y
expresion positiva de CD90 y CD105, ademas Pang y Cols, también observaron las
caracteristicas morfologicas de las células de la papila apical descritas, con una
disposicion tipica fibroblastoide o en forma de huso similar a la descripcién que
obtuvimos en nuestro estudio (17).

La viabilidad celular que se realiz6 con azul de tripano permitié obtener un resultado
del 86.78% en el cuarto pase; este fue seleccionado para el estudio y se le realizé
el andlisis por inmunofluorescencia, esto podria ser concordante con lo reportado
por Martin-Piedra y Cols, qué documentaron resultados que demostraron una
viabilidad superior al 85% promedio en células mesenquimales de pulpa dental
desde el primer pase (13).

En cuanto a los resultados obtenidos por medio de la técnica de
inmunofluorescencia, se pudo observar la expresién de marcadores epiteliales
CK8, CK13, CK19 , desmogleina y desmoplaquina, este nivel de expresion se
consigné de manera semicuantitativa por medio de una escala visual, siendo la
CK19 la de mayor expresion, seguidas por las CK8, CK13, desmogleina y
desmoplaquina, este es un hallazgo importante ya que no se han estudiado estas
proteinas en células mesenquimales de papila apical, estudios similares como el de
Garzoén y cols, encontraron la expresion de estos marcadores epiteliales, aunque



sin desmogleina, con las mismas técnicas pero en distinta poblacion celular de
corddn umbilical (10).

Las desmogleinas son glicoproteinas transmembrana del desmosoma, una
estructura fundamental y prominente en los tejidos epiteliales los cuales son
fundamentales para una adecuada adhesion celular, esto la hace fundamental en la
identificacibn como marcador tipico de las células epiteliales. En el presente estudio
se observé una (++) media expresion al analisis por inmunofluorescencia (19).

También se pudo evidenciar la presencia de desmoplaquina bajo la misma técnica
de inmunofluorescencia, la cual tuvo una (++) media expresion en este estudio, lo
gue nos reitera la utilidad de estas células en el campo de la ingenieria tisular en
busca de un tejido artificial, ya que esta proteina esta presente en los desmosomas,
descritas como uniones adhesivas del epitelio simple y estratificado, siendo vitales
para la integridad y estabilidad de los tejidos (20).

En este contexto podemos afirmar que esta poblacion celular podria llegar a
comportarse como células tipicas del epitelio, debido a que estas citoqueratinas las
podemos encontrar de forma abundante en epitelio de cavidad oral como lo
menciona Roopa S Rao (6). Dados estos resultados en la investigacion, se sugiere
gue estas células se podrian utilizar para la elaboracion de mucosa oral artificial,
junto con biomateriales utilizados en ingenieria tisular como los descritos por
Marafiés Galvez C (18), donde utilizaron fibrina agarosa para la elaboraciéon de una
mucosa oral artificial con fibroblastos y queratinocitos.

Las limitaciones del presente estudio, es que el analisis de la inmunofluorescencia
no fue realizado de una forma cuantitativa, para futuros trabajos de la linea de
investigacion surge una oportunidad para analizar cuantitativamente los resultados
incorporando las técnicas de microarreglos, adicionalmente, se podrian analizar
mas citoqueratinas en células de papila apical dado que es posible identificar mas
expresiones de estas que favorezcan su viabilidad.

CONCLUSION

Los resultados reportados en este trabajo confirman la expresion de marcadores
epiteliales citoqueratinas 8, 13 y 19, desmoplaquina y desmogleina en células
mesenquimales de papila dental, las cuales presentaron una buena viabilidad y una
fuente accesible con alto potencial de proliferacion y diferenciacion. Por tanto, las
células madre de la papila apical emergen como una fuente alternativa para
desarrollar protocolos de ingenieria tisular reemplazando las células nativas



epiteliales. Futuros trabajos deben confirmar estos resultados ampliando la variedad
de citoqueratinas epiteliales complementando con otras técnicas de analisis celular.
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