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RESUMEN

EFECTO DE LA VITAMINA D Y DE LA VITAMINA E EN LA DIFERENCIACION DE
CELULAS MESENQUIMALES IN VITRO

Introduccion: El objetivo del presente estudio fue determinar los efectos de la
vitamina D y E en la proliferacion, morfologia y diferenciacion de las células
madre de pulpa dental humana (hDPSC). Métodos: En este estudio experimental
in vitro, se aislaron, caracterizaron y trataron hDPSC con vitaminas D y E,
individualmente y en combinacion, utilizando diferentes dosis y periodos de
tratamiento. Los cambios en la morfologia y la proliferacién celular se evaluaron
mediante microscopia Optica y ensayo de resazurina, respectivamente. La
diferenciacion de osteoblastos se evalud con tincion con rojo de alizarina S y
expresion de genes RUNX2, Osterix y Osteocalcina usando RT-PCR en tiempo
real. Resultados: En comparacidén con las células no tratadas, el nimero de
células se redujo significativamente después del tratamiento con vitamina D
(49%), vitamina E (35%) y vitaminas D + E (61%) después de 144 h. En
comparacion con los cultivos celulares tratados con vitaminas individuales, las
células tratadas con vitaminas D + E demostraron una menor confluencia celular,
con un citoplasma mas extenso y plano que inicié la formacién de un nimero
significativamente mayor de nddulos calcificados después de 7 dias de
tratamiento. Después de 14 dias, el tratamiento con vitaminas D, Ey D + E
aumentd la transcripcion de los genes RUNX2, Osterix y Osteocalcina.
Conclusiones: Las vitaminas D y E indujeron la diferenciacién osteoblastica de las
hDPSC, como lo demuestra la disminuciéon de la proliferacién celular, los cambios
morfoldgicos y la formacidn de nddulos calcificados, aumentando la expresién
de genes de diferenciacion. El tratamiento concurrente con vitaminas D + E
induce un efecto sinérgico en la diferenciacion hacia un linaje osteoblastico.
Palabras clave: Vitamina D, Vitamina E, células madre, proliferacion celular,
movimiento dental, diferenciacion.



ABSTRACT

EFFECT OF VITAMINS D AND E ON THE PROLIFERATION, VIABILITY, AND
DIFFERENTIATION OF HUMAN DENTAL PULP STEM CELLS: AN IN VITRO STUDY
Introduction: The aim of the present study was to determine the effects of
vitamins D and E on the proliferation, morphology, and differentiation of human
dental pulp stem cells (hDPSCs). Methods: In this in vitro experimental study,
hDPSCs were isolated, characterized, and treated with vitamins D and E,
individually and in combination, utilizing different doses and treatment periods.
Changes in morphology and cell proliferation were evaluated using light
microscopy and the resazurin assay, respectively. Osteoblast differentiation was
evaluated with alizarin red S staining and expression of RUNX2, Osterix, and
Osteocalcin genes using real-time RT-PCR. Results: Compared with untreated
cells, the number of cells significantly reduced following treatment with vitamin
D (49%), vitamin E (35%), and vitamins D + E (61%) after 144 h of treatment.
Compared with cell cultures treated with individual vitamins, cells treated with
vitamins D + E demonstrated decreased cell confluence, with more extensive and
flatter cytoplasm that initiated the formation of a significantly large number of
calcified nodules after 7 days of treatment. After 14 days, treatment with
vitamins D, E, and D + E increased the transcription of RUNX2, Osterix, and
Osteocalcin genes. Conclusions Vitamins D and E induced osteoblastic
differentiation of hDPSCs, as evidenced by the decrease in cell proliferation,
morphological changes, and the formation of calcified nodules, increasing the
expression of differentiation genes. Concurrent treatment with vitamins D + E
induces a synergistic effect in differentiation toward an osteoblastic lineage. Key
Words: Vitamin D, Vitamin E, Stem Cells, Cellular proliferation, Dental
Movement, differentiation



1. INTRODUCCION

Los métodos de aceleracion del movimiento dental han generado gran interés debido a que
la posibilidad de reducir el tiempo de tratamiento ha resultado ser beneficiosos para la
estabilidad y tranquilidad de pacientes que dia a dia se someten a un tratamiento de
ortodoncia. Es conocido que el tratamiento ortoddncico puede producir efectos
secundarios como caries, reabsorciones radiculares y enfermedad periodontal. Por esto, se
han creado nuevas alternativas para reducir el tiempo de tratamiento como la aplicacién
de vitaminas las cuales generan un impacto no solo a nivel de aceleracién de este
movimiento sino en la diferenciacion de células de linajes especificos que producen efectos
moduladores, reguladores, supresores y protectores que pueden en un futuro mejorar las
condiciones de estos individuos de manera general.

Por lo tanto, el propésito de este estudio no va encaminado a evaluar procedimientos de
aceleracién del movimiento sino por el contrario la evaluacidon de un método experimental
en cual se pueda evaluar el efecto en cuanto a la diferenciacién de células mesenquimales
bajo la influencia de diferentes concentraciones de vitamina D y vitamina E de forma
individual y combinada para ver cémo estas afectan de forma positiva o negativa tejidos
6seos y dentales para asi poder determinar de forma especifica su efecto global en estos



2. MARCO TEORICO O CONCEPTUAL

2.1 Células Mesenquimales:

Las células madre (MSC) fueron aisladas y caracterizadas por primera vez por Friedenstein
et. al en el afo 1974, actualmente se ha encontrado que pueden generarse a partir de
diferentes especies y tejidos conectivos tales como el que se encuentra presente en la
médula ésea, el tejido adiposo, el musculo esquelético, las membranas sinoviales, la pulpa
dental, entre otros y se ha demostrado que estas pueden expandirse con éxito in vitro. Estas
células presentan tres propiedades biolégicas importantes que son: amplio potencial de
diferenciacidn, secrecién de factores troficos que favorecen la remodelacidn de tejidos y la
presencia de propiedades inmunoreguladoras. (Castro et al, 2015) (Ghaneialvar et al, 2018)
Las células madre mesenquimales humanas (hMSCs) hacen referencia a células
multipotentes, no diferenciadas que pueden realizar procesos de autorenovacion a través
de su capacidad de replicarse y diferenciarse en linajes celulares especificos, entre estos:
(osteocitos, adipocitos y condrocitos). (Ghaneialvar et al, 2018)

Pueden clasificarse, en cuanto a la etapa del desarrollo en la cual se obtuvieron, en
embrionarias y adultas, cada una con caracteristicas diferentes. En esta se encuentra que
las primeras (embrionarias) tienen el potencial para diferenciarse en diferentes tipos de
tejidos embrionarios y extraembrionarios, mientras que las segundas (adultas) pueden
hacer el mismo proceso pero generando diferentes tipos de células. (Ghaneialvar et al,
2018)

2.1.1 Células madre mesenquimales derivadas del tejido dental:

La pulpa dental es una fuente importante para la produccion de células madre con gran
potencial para aplicaciones en procedimientos de regeneracién de tejidos. (Tatullo et al,
2014)

2.1.1.1 Fisiologia del desarrollo dental :

El desarrollo dental se produce a partir de la generacidn de una sefalizacion inductiva entre
las células epiteliales orales y ectomesenquimales derivadas de las células de la cresta
neural (CCN). Toda esta serie de interacciones forman una capa externa de esmalte formada
por ameloblastos, la cual cubre la corona dental que se encuentra expuesta a la cavidad oral
y por otra parte el cemento, el cual hace referencia a una delgada capa de tejido con
caracteristicas similares al hueso que cubre la raiz del diente. Al interior de estos tejidos



duros, se encuentra la dentina que es sintetizada por los odontoblastos y por ultimo se
encuentra en la parte central la pulpa dental, la cual estd compuesta por tejido conectivo,
células mesenquimales, fibras neurales, vasos sanguineos y linfaticos. (Tatullo et al, 2014)
Se ha descrito la presencia de diferentes tipos de poblaciones de células madre a nivel
dental, entre las cuales se encuentran: derivadas de la pulpa (DPSC), del ligamento
periodontal (PDLSC), de la papila apical (SCAP), del foliculo (DFSC) y del tejido gingival
(GMSCs), cada una con caracteristicas importantes en cuanto a proliferacién y
diferenciacién celular. (Ledesma-Martinez et al, 2016)

2.1.1.2 Caracteristicas de las células madre derivadas de tejido dental:

- Células madre derivadas de la pulpa dental DPSCs: Este tipo de células son altamente
proliferativas, con grandes capacidades de autorenovacion y diferenciacién. Se ha
demostrado que pueden diferenciarse por accién de factores de crecimiento, de
transcripcién y proteinas de la matriz extracelular. Estas permanecen en un estado inactivo
cuando se encuentran dentro de la pulpa dental, pero responden rdpidamente después de
qgue se presenta una lesién, diferencidndose inmediatamente en odontoblastos,
osteoblastos y condrocitos para producir tejidos como dentina, hueso y cartilago. (Potdar,
2015)

- Células madre derivadas de dientes deciduos exfoliados SHED: Estas tienen la capacidad
de inducir la formacién de hueso y se diferencian en otro tipo de células mesenquimales no
dentales en condiciones in vitro. Tienen mayores tasas de proliferacién, forman
agrupaciones y se diferencian en osteoblastos. Por el contrario no tienen la capacidad de
regenerar alteraciones complejas de dentina y pulpa in vivo. Por otra parte son utiles para
el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas debido a su capacidad para reparar
neuronas motoras después de una lesiéon. (Potdar, 2015)

- Células madre derivadas de la papila apical (SCAP): Presentan gran capacidad de
proliferacién, y un potencial de diferenciacidn in vitro similar a las DPSC. Pueden generar
odontoblastos, producir dentina in vivo y formacidn de dapices radiculares, en procesos
regenerativos. (Potdar, 2015)

- Células madre derivadas del ligamento periodontal (PDLSC): Pueden diferenciarse en
células como los cementoblastos, ademas son capaces de generar tejido conectivo rico en
colageno. Son ampliamente utilizadas en terapia regenerativa periodontal. (Potdar, 2015)



- Células madre derivadas del foliculo dental (DFPC): Poseen la habilidad de producir hueso
y cemento, presenta una alta plasticidad y alta capacidad de proliferacién. (Stanko et al,
2018)

2.1.1.3 Aislamiento de células madre de pulpa dental (DPSCs):

Debido a las caracteristicas que presenta la pulpa dental en cuanto a sus componentes
estructurales, se ha catalogado como una fuente importante para la obtencién de células
madre mesenquimales, con grandes capacidades pluripotenciales para diferenciarse en
cualquier tipo de células de las tres capas germinales embrionarias. Estas células
denominadas (DPSCs) se aislaron por primera vez por Gronthos et al, a partir de terceros
molares y se caracterizaron como células con un alto nivel de clonogenicidad y proliferacién
celular. Con el conocimiento de sus propiedades actualmente se utilizan de gran manera en
procesos de regeneracién y reparacién de tejidos obteniéndose resultados favorables en
cuanto a manejo de alteraciones relacionadas con la enfermedad periodontal,
reconstruccién maxilofacial, entre otros. (Ledesma-Martinez et al, 2016)

Estas células (DPSCs) pueden obtenerse ademas, a partir de dientes deciduos, los cuales
han demostrado tener tasas de proliferacion celular mas altas y también de dientes
permanentes exfoliados sanos. ((Stanko et al, 2018)

2.2 Métodos de aceleracion del movimiento dental ortodontico

La ortodoncia es una rama de la odontologia que se encarga de mejorar la funcién y la
estética de un paciente que se somete a un tratamiento durante un periodo determinado
del tiempo. Se ha estimado que en general este puede durar alrededor de 2-3 afios
aproximadamente y que durante este tiempo el sujeto puede estar propenso a presentar
diversas alteraciones tales como lesiones de caries si no se ha hecho un adecuado manejo
en cuanto a higiene oral, reabsorciones radiculares y recesiones gingivales si no se realizd
una aplicacion adecuada de la fuerza e inclusive desmineralizacién de la superficie del
esmalte por los procesos de adhesién. Por lo tanto, se han desarrollado una serie de
técnicas o métodos los cuales van encaminados a acelerar el movimiento dental
ortoddncico con el fin de reducir el tiempo de duracion total del tratamiento y asi evitar las
consecuencias de este a largo plazo.

Se han evaluado numerosos estudios cuyo objetivo principal estd encaminado a encontrar
el método mas efectivo en cuanto a aceleracién de movimiento dental, entre estos
encontramos:



- Meétodos quirurgicos: Los cuales se valen del uso de procedimientos asistidos
quirargicamente para aceleracion de movimiento dental, como por ejemplo la
corticotomia.

- Métodos de estimulacion mecdnica: Este es un método menos invasivo en
comparacion al anterior, se basa en utilizar corrientes eléctricas directas, campos
magnéticos estaticos, pulsados y mas recientemente ha involucrado el uso de laser
de bajo nivel el cual ha mostrado resultados muy favorables.

- Maétodos farmacoldgicos: Los cuales utilizan administracién de medicamentos tales
como vitaminas (A,C,D y E), hormonas tiroideas, corticoesteroides, prostaglandinas,
los cuales de una u otra forma generan un efecto a nivel de diferenciacidn celulary
hueso generando un cambio en cuanto al aumento o aceleracién del movimiento
dental. Tiene sus desventajas en cuanto a los efectos secundarios que estos puedan
presentar, por lo tanto, es muy importante para el ortodoncista evaluar cual es el
de mejor eleccion segln las condiciones que tenga el paciente. (Nimeri et al, 2013)

2.3 Vitamina D

Es una vitamina soluble en grasa, que participa en la homedstasis del calcio y el fésforo en
el organismo. Se encuentra en la naturaleza en dos formas, una el ergocalciferol (vitamina
D2) que se deriva de la irradiacion del ergosterol producido en especies vegetales y la otra
el colecalciferol (vitamina D3) producida en la piel. (Valero et al, 2007)

El colecalciferol (D3), es la forma natural y el metabolito biolégicamente activo de la
vitamina D, con una alta afinidad por el receptor nuclear (VDR). Esta es sintetizada de forma
enddégena en la piel a través de radiacion ultravioleta de un precursor el 7-
deshidrocolesterol, el cual puede por diferentes procesos ser fotoconvertido a previtamina
y posteriormente a vitamina D3 para llegar al torrente sanguineo. Por otra parte también
puede ser absorbida por la dieta a nivel del intestino como vitamina D3 o vitamina D2 y
posteriormente llegar igualmente al torrente sanguineo, aqui circula unida a la proteina
DBP para convertirse a nivel del higado principalmente por una oxidasa de funciéon mixta
del citocromo P450 (CYP) con actividad de 25-hidroxilasa llamada (CYP2R1), a 25-
hidroxivitamina D (250HD). Esta, también unida a DBP, se transporta al rifién, donde puede
ser hidroxilada en 1 alfa por (CYP27B1), un CYP mitocondrial para producir la hormona
bioactiva 1-25 dihidroxivitamina D (1-25(0OH)2D). (Goltzman et al, 2018)

Por otra parte, la activacion bioldgica del 1-25(0OH)2D estd mediada por el receptor de
vitamina D (VDR), el cual es miembro de la familia de receptores de esteroides que incluye
ademads receptores para el acido retindico, la hormona tiroidea, hormonas sexuales y



esteroides suprarrenales y que se caracteriza por contener un dominio de unién al ADN
(DBD) rico en cisteina y un dominio de unién al ligando (LBD). (Goltzman et al, 2018)
(Christakos et al, 2016)

2.3.1 Efectos de la vitamina D

Los efectos de la Vitamina D son de tipo indirecto como el control de la absorcién de calcio
y fosfato en el intestino y la reabsorcién renal de este, importante en procesos de
mineralizacion ésea. Los efectos directos estan dirigidos a la diferenciacion de células
formadoras de hueso (osteoblastos) para mejorar procesos de diferenciacion vy
mineralizacion, ya que estas células expresan el receptor de vitamina D. (Van Driel et al,
2017)

Por lo tanto, en cuanto a los efectos que produce en la regulacién de procesos a nivel de los
tejidos 6seos se pueden destacar los siguientes:

e Efectos de la vitamina D en la diferenciacion de osteoblastos y la mineralizacion

Los efectos directos de la 1a, 25(0H)2D3 a nivel de los osteoblastos incluye el control de la
produccién de proteinas de la matriz extracelular, entre estas el coldgeno tipo |, la
osteopontina, osteocalcina y la proteina Gla, ademas de efectos sobre la actividad de la
fosfatasa alcalina para el suministro de fosfato para el deposito mineral segin diversos

estudios in vitro realizados sobre células madre mesenquimales. (Van Driel et al, 2017)
e [Efectos de la vitamina D en procesos de mineralizacion

Este proceso se puede dar en dos fases donde células como osteoblastos, condrocitos y
odontoblastos mineralizan sus matrices inicialmente por medio de la formacion de cristales
de hidroxiapatita (HA) en vesiculas de matriz extracelular donde el calcio es absorbido por
estas a través de fosfolipidos acidos y proteinas de unién al calcio regulado por las
fosfohidrolasas, generando depdsitos minerales dentro de estas vesiculas extracelulares.
Posteriormente es seguido por un proceso de propagacién con una acumulacion resultante
de mineral en la matriz extracelular, generando mineralizacién por liberacidn de cristales
de hidroxiapatita (HA) preformados. (Van Driel et al, 2017)

e Senalizacion VDR en células osteogénicas para homeostasis mineral

La sefializacion VDR de los osteoblastos participa en el metabolismo del calcio
principalmente cuando se da un balance negativo. Se ha demostrado segun diversos



estudios que la sefalizacién VDR mejora la resorcidon dsea principalmente de manera
indirecta al actuar sobre los osteoblastos en lugar de osteoclastos, ejerciendo un control
transcripcional directo sobre la expresion de RANKL. Es por esto, que ademas de estimular
la resorcion dsea durante un balance de calcio negativo 1,25 (OH) 2D3 también inhibe la
mineralizacion de la matriz ésea, lo cual permite preservar niveles normales de calcio.
(Christakos et al, 2016)

e Papel del VDR osteobladstico en el proceso de mineralizacion

Los efectos de la vitamina D sobre los osteoblastos se ejerce mediante la unién al VDR
nucleary esto se podrian explicar por diferencias en la expresion de la proteina VDR durante
el desarrollo de estas células, presentdandose una mayor expresion en osteoblastos
inmaduros con respecto a los maduros, incluyendo células de revestimiento y osteocitos.
(Van Driel et al, 2017)

En cuanto al efecto de esta vitamina sobre la diferenciacion y mineralizacion de
osteoblastos, se sostiene que se da por interaccidon de VDR con el factor de transcripcidn
RUNX2, generando una regulacidon de la expresion de proteinas no colagenas como la
osteocalcina y la osteopontina. (Van Driel et al, 2017)

La vitamina D ha mostrado que no solo actua incrementando los niveles de células
osteoclasticas sino que también puede inducir un incremento de células osteoblasticas, por
lo tanto formacién dsea y estabilidad a largo plazo del tratamiento. El uso de 1-25 (OH) 2D3
puede eventualmente ser capaz de promover el restablecimiento del tejido que sostiene
los dientes después de finalizar un tratamiento de ortodoncia. (Kawakami et al, 2004)

Adicionalmente, se ha establecido que la vitamina D puede regular positivamente a RANKL
en los osteoblastos, lo que podria generar la activacion de los osteoclastos a través de la via
RANK/RANKL. Por otra parte, la diferenciacion de los fagocitos mononucleares en los
osteoclastos, las células diana para 1a,25 (OH) 2D3 parecen ser células estromales
osteoblasticas. Las células osteoblasticas producen varias proteinas como osteocalcina,
proteina GLA de matriz y osteopontina en respuesta a la vitamina. Estas proteinas parecen
estar de alguna manera involucrados en la diferenciacién y funciones de los osteoclastos.
La 10,25 (OH) 2D3 parece estar implicada en la diferenciacién de progenitores de
osteoclastos de forma directa y también por un mecanismo indirecto que involucra células
osteoblasticas. El papel preciso de las células osteoblasticas en el desarrollo de los
osteoclastos y de qué manera la vitamina induce la diferenciacion de osteoclastos y
osteoblastos debe ser aclarado desarrollando estudios que permitan conocer estos
procesos (Reno et al, 2005)



La idea de que la vitamina D debe funcionar en el hueso para promover la mineralizacion
6sea ha existido desde su descubrimiento como un agente antirraquitico, sin embargo, la
evidencia definitiva de esto todavia no es muy extensa ni precisa. Por el contrario, se ha
acumulado mucha evidencia de que 1lalfa, 25 (OH) 2D3 participa principalmente en el
proceso de reabsorcién dsea. La 1 alfa 25 (OH) 2D3 regula la diferenciacién de células
progenitoras de osteoclastos hacia linaje osteoclastico; estimulando en gran medida la
diferenciacién y activaciéon de fagocitos mononucleares. (Kawakami et al, 2004)

2.4 Vitamina E

Conocida también como Tocoferol o toctrienol, es un agente natural que actia como factor
inductor en la proliferacidn, diferenciacion y maduracion de células osteoblasticas, ademas
tiene funciones antioxidantes al proteger a las células de efectos negativos de radicales
libres evitando que los peréxidos se acumulen. Entre otras de sus funciones se ha
demostrado que presenta propiedades antinflamatorias ya que inhibe la liberacion de
algunos mediadores proinflamatorios tales como PGE2, TNF-a, IL-1 e IL-6 que se han
encontrado relacionados con la predisposicidon a mayor pérdida dsea. Por otra parte, actua
en la adhesion de los monocitos a las células endoteliales y en procesos de la respiracién.
Se ha encontrado que la Vitamina E protege el cartilago contra la peroxidacién lipidica
celular para mantener el crecimiento normal y modelado 6seo. Adicionalmente, estudios
in vitro en animales indican que la Vitamina E mejora el contenido del calcio y las
propiedades mecanicas del tejido 6seo, ya que genera cambios en la actividad de la
fosfatasa alcalina, la osteocalcina y la sialoproteina ésea. (Reno et al, 2005) (Soeta et al,
2010)

e Metabolismo y metabolitos

La vitamina E, tocoferoles y tocotrienoles se absorben de manera similar junto con la grasa
en la dieta y se secretan en pequefias particulas de quilomicrén junto con el triacilglicerol,
fosfolipidos y colesterol. Las formas de vitamina E unidas a estos se transportan a través del
sistema linfatico a los tejidos periféricos, entre estos musculos, médula ésea, tejido adiposo,
piel y cerebro. A nivel de estos, las formas de vitamina E se recogen mediante un proceso
gue es realizado por el receptor de lipoproteinas mientras que los restos de quilomicrones
gue resultan de este proceso son recogidos posteriormente por el higado. (Jiang, 2014)

De acuerdo al proceso catabdlico de la vitamina E, se da una oxidacién de la cadena lateral
hidrofoba a través de reacciones catalizadas por el citocromo P450 y adicionalmente un
mecanismo de sulfatacion, en otras palabras se ha visto como un proceso de eliminacion de



un exceso de este micronutriente. (Jiang, 2014)

El a-tocoferol es la forma de vitamina E que se encuentra en las concentraciones mas altas
en los tejidos humanos, seguido del y-tocoferol, mientras que los tocotrienoles
generalmente no se detectan en los tejidos. (Cook et al, 2016)

e Vitamina E y hueso

A nivel del tejido 6seo se han realizado numerosas investigaciones para evaluar el efecto
gue genera la vitamina E en cuento a procesos de osteogénesis y diferenciacién celular para
produccién de hueso y cartilago. Aunque en muchos estudios se ha demostrado que se
genera un efecto en procesos de aposicion y reabsorcidn dsea, los cambios a nivel celular
no son muy claros debido a que se han presentado resultados inconclusos en cuanto a que
puede tener efectos tanto protectores como perjudiciales, relacionados con mayor
aposicion o reabsorcién. (Soeta et al, 2010)

Segun diversas investigaciones realizadas in vitro, se ha estudiado el papel de la vitamina E
en el desarrollo de osteoclastos, encontrandose que se estimula la diferenciacion de estos
de una manera dependiente en cuanto a la dosis que sea administrada, llevando a un
aumento en el nimero de fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP), afectando de forma
directa la masa 6sea. Por otro lado, la proliferacion de osteoblastos no se ve afectada.
(Fujita et al, 2012)

Ahmad et al (2002), demostraron previamente que la vitamina E reducia la estimulacion
creada por los radicales libres derivados del oxigeno en el proceso de reabsorcién ésea. La
Vitamina E protege de la pérdida 6sea en modelos in vitro, llevando a un aumento de las
proteinas de matriz dsea incluido el colageno tipo I, la osteoclacina y el factor de
crecimiento | similar a la insulina cuando se coloca en una dosis adecuada. Por otra parte,
la aplicacién de Vitamina E ha mostrado que mejora la calidad dsea, aunque la densidad
mineral dsea (DMO) y los marcadores bioguimicos del recambio no se afectan con su
administracion. (Johnson et al 2016)

En contraste con estos hallazgos, Ha et al (2011), documentaron que la vitamina E (alfa-
tocoferol) no inhibia la diferenciacidn y activacion de osteoclastos en células precursoras
mientras que la (alfa-tocotrienol) si la promovia. Esto puede explicarse en parte por el hecho
de que se piensa que los tocotrienoles tienen una actividad antioxidante superior a la de los
tocoferoles debido a la presencia de lipidos insaturados que les permiten moverse
libremente en la bicapa de la membrana. (Fujita et al, 2012)



En cuanto al papel de la vitamina E en la deficiencia de estrégenos, la vitamina E puede
ejercer funciones protectoras de los huesos al reducir la diferenciacion de monocitos y
macrofagos, precursores de células osteoclasticas y la produccion de citoquinas
proinflamatorias por parte de los linfocitos. (Fujita et al, 2012) A pesar de que se han
realizado tantas investigaciones para evaluar la forma en la cual actua la vitamina E en los
tejidos 6seos esta continua siendo inconclusa, debido a que en ocasiones puede promover
en otras inhibir e incluso en muchos casos no genera mayores cambios en cuanto a procesos
de formacidn o reabsorcidon de hueso, por lo tanto se hace necesario realizar méas estudios
gue evallen a profundidad su efecto bajo la administracién de dosis adecuadas y analizar
realmente los cambios que se generan en cuanto a los aspectos celulares relacionados con
osteoblastos y osteoclastos generados por ella.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
3.1 Descripcion del problema

La ortodoncia es una rama de la odontologia que se encarga de mejorar la funcién y la
estética de una persona que se somete a un tratamiento durante un periodo aproximado
de 2 a 3 anos; en este tiempo, se pueden presentar diversas alteraciones tales como
lesiones de caries, reabsorciones radiculares, recesiones gingivales y desmineralizaciones
de la superficie del esmalte por los procesos de adhesion. Por lo tanto, se han desarrollado
una serie de técnicas o métodos los cuales van encaminados a acelerar el movimiento
dental ortoddncico con el fin de reducir el tiempo de duracion total del tratamiento y asi
evitar que se presenten este tipo de alteraciones a largo plazo. (Nimeri et al, 2013)

Desde hace algunos anos los métodos utilizados para la aceleracién del movimiento dental
han cobrado gran importancia. Su impacto en cuanto a la reduccién de la duracién total del
tratamiento de ortodoncia con respecto al tiempo y la disminucidn de los efectos
secundarios generados por este, han sido un impulso para el desarrollo de una serie de
estudios que buscan determinar de manera eficaz que tipo de método puede ser
considerado como de mejor eleccidon. Varios de los resultados encontrados son
contradictorios y falta un consenso general para utilizar el mejor de estos procedimientos,
garantizando en gran parte la eliminacion de efectos adversos que puedan afectar la
estabilidad del tratamiento. (Chinnan et al, 2018) (Barztela et al, 2008)

El movimiento dental ortoddncico se da en presencia de estimulos mecanicos en los cuales
se produce remodelacion del ligamento periodontal y del hueso alveolar. Durante el
movimiento ortoddntico se presenta reabsorcién dsea en el lado de presién y formacién de
hueso en el lado contrario o lado de tensidn. Estos fendmenos pueden controlarse con la
fuerza que es aplicada y la forma en la que esta impacta en la generacidn de una respuesta
bioldgica en los tejidos. Por lo tanto, muchas de las técnicas utilizadas tienen un efecto
directo en la forma en la que se dan estos procesos, generando cambios en la reaccion de
los componentes estructurales y celulares de un organismo, llevando a un incremento en la
tasa de movimiento; sin embargo estos hallazgos siguen generando resultados inconclusos.

Actualmente existen numerosos métodos para el desarrollo de estos procesos, entre los
cuales se encuentran métodos invasivos tales como las cirugias periodontales. En este tipo
de técnicas se destaca la corticotomia cuyo fin radica principalmente en la eliminacién de
las fibras supracrestales para permitir un movimiento mas acelerado. Se ha demostrado
gue este procedimiento es efectivo, pero genera un trauma adicional en el paciente, un
riesgo potencial de infeccién que puede llevar en muchos casos al fracaso. Estas son las
razones por las cuales desde hace algun tiempo se han venido estudiando y realizando
investigaciones tanto in vivo como in vitro para evaluar la efectividad de diversos agentes



farmacoldégicos como la prostaglandina, la paratohormona (PTH), vitaminas entre las cuales
encontramos la A,C,D y E, entre otros, encontrdndose que llevan a un incremento
significativo del movimiento dental a través de la inducciéon de la diferenciacion vy
proliferacién de células osteoclasticas (importantes para el proceso de reabsorcién), sin
embargo sus efectos sobre la formacion y actividad osteobldstica y de sus efectos
secundarios siguen siendo un gran tema de incertidumbre y debate. (Shetty et al, 2015)

La vitamina D, es un importante agente que se encuentra involucrado en procesos
relacionados con la homeostasis del calcio y el fésforo en el organismo. Se ha demostrado
gue interviene tanto en procesos de aposicion como de remodelacién de hueso. Esto se da
especificamente porque ejerce efectos sobre la diferenciacion y proliferacion de células
osteoblasticas a partir de células mesenquimales, estimulando procesos de mineralizacion.
Por otra parte, se ha evidenciado que genera efectos en la activacién de los osteoclastos a
través de la via RANK/RANKL, aumentando la actividad de estas célula, produciendo
también remodelacion de los tejidos éseos. Todo esto lleva a deducir que esta vitamina
juega papeles esenciales en procesos de estabilizacién de los dientes que son sometidos a
tratamiento de ortodoncia, pero debido a que estos resultados siguen siendo inexactos se
encuentran dudas en cuanto al mecanismo bioldgico y celular que lleva a que esta vitamina
genere produccion, diferenciacion y proliferacidén de este tipo de células. (Nakamachi et al,
2018)

En cuanto a la vitamina E, se ha encontrado que presenta numerosas propiedades entre las
cuales se destaca que es un agente antioxidante al proteger a las células de efectos
negativos de radicales libres, evitando que los peréxidos se acumulen. Presenta ademas
funciones antiinflamatorias y se ha encontrado relacion de la Vitamina E con proliferacidn,
diferenciacién y maduracion de células osteoblasticas. Sin embargo, estos hallazgos siguen
siendo controversiales, debido a que dependiendo la dosis en la cual sea administrada
puede aumentar o inhibir la producciéon de este tipo de células. (Cook et al, 2016) (Fujita et
al, 2012)

Debido a los resultados controversiales que se han obtenido sobre el efecto de estas dos
vitaminas en la diferenciacién y funcidén de osteoblastos, es importante el desarrollo de este
estudio, cuyo objetivo es evaluar la forma en la que estas influyen en la diferenciacién de
células mesenquimales de pulpa dental, partiendo de una linea de investigacion previa que
tuvo como objetivo realizar una fase inicial sobre las dosis indicadas para la generar diversos
cambios a nivel molecular, encontrando que a mayores concentraciones de ambas se
produce tanto proliferacién como inhibicidn de este proceso de cambio morfolégico de las
células, por lo tanto se hace necesaria la continuacién de esta fase para llegar a concluir por
medio de pruebas moleculares como PCR la forma en la que estas vitaminas influyen en la
generacion de cambios, adicionalmente establecer el efecto que pueden producir actuando
tanto a nivel individual como en conjunto, sobre procesos fisiolégicos de formacion de
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hueso teniendo en cuenta variables tales como la dosis aplicada, el tiempo de tratamiento
evaluado y pruebas histolégicas como tinciones que nos permitan evaluar la cantidad de
mineralizacion dsea que se puede producir en las células sometidas a tratamiento.

3.2 Pregunta de investigacion

¢Cual es el efecto de la vitamina D y la vitamina E, en la diferenciacion de células
mesenquimales hacia osteoblastos in vitro?
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4. JUSTIFICACION

Actualmente, existen una serie de métodos, procedimientos y técnicas cuyo principal
objetivo es producir un aumento en la cantidad de movimiento dental que es producido por
un tratamiento de ortodoncia. Muchos de estos parten de procedimientos quirurgicos, los
cuales se ha demostrado que ademds de ser efectivos, pueden generar en algunas
ocasiones alteraciones o efectos adversos como reabsorciones radiculares, recesiones
gingivales y caries debidos a complicaciones tales como infecciones, dolor y molestia del
paciente. Por lo tanto, se han ido creando numerosas alternativas que van encaminadas al
uso de agentes farmacolégicos que interactian a nivel celular con una serie de moléculasy
vias de sefializacién que pueden, en muchos de los casos, ejercer un efecto directo en la
aceleracién del movimiento ortoddncico, logrando a largo plazo evitar los efectos adversos.

Entre los métodos que han sido implementados para el control del remodelado dseo, el uso
de vitaminas como la vitamina D y de la vitamina E han generado buenos resultados pero
inconclusos, debido a que en muchos estudios se ha evidenciado que puede estimular,
inhibir o no generar cambios significativos en las células involucradas en cuanto a la tasa de
movimiento producido, esto puede deberse en muchos casos a que su efecto de induccién
o represion estd influenciado por la dosis a la cual han sido aplicadas y el tiempo de
duracion, mientras que por otra parte su mecanismo bioldgico aun resulta ser poco
comprendido a profundidad. (Fujita et al, 2012) (Nakamachi et al, 2018) (Ha et al, 2011)

Por lo anterior se requiere la realizacidon de mas estudios para poder determinar en
especifico que tipo de células se diferencian después de la aplicacion de este tipo de
vitaminas, ya que no se conoce con claridad si potencian la diferenciacién de ambos tipos
de células dseas (osteoblastos y osteoclastos) importantes en los procesos de osteogénesis
y adicionalmente, no se ha evaluado el efecto en proliferacién y morfologia, que tiene la
aplicacion de vitamina D y de vitamina E de forma individual y combinada en células
mesenquimales in vitro. Es por esto que el objetivo de este estudio va encaminado a
observar los cambios que se puedan presentar teniendo en cuanto dosis y tiempo de
tratamiento al cual seran expuestas las células para poder determinar posteriormente el
efecto que se tiene en la remodelacién de tejido 6seo.

Existe una necesidad evidente de investigar con mayor profundidad los mecanismos
moleculares subyacentes al movimiento dental acelerado del diente tratado con ortodoncia
con el fin de dilucidar los factores clave que hacen que el procedimiento pueda ser mas
eficaz con el menor nimero de efectos secundarios, los tiempos mas cortos, y los costos
mas bajos para los pacientes. Los nuevos conocimientos en este campo permitirdn cambiar
y mejorar la terapia ortoddntica y su practica en el futuro.
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5. SITUACION ACTUAL EN EL AREA DE INVESTIGACION

La remodelacion de los tejidos de soporte dental, constituye un pilar fundamental en el
tratamiento de ortodoncia. Es por esto que se requiere una respuesta éptima de estos
frente a la aplicacion de una fuerza, la cual tiene como objetivo generar una activacion de
las células que componen el hueso para poder inducir cambios inflamatorios y asi producir
el movimiento deseado. Este movimiento va a depender en parte de las células que sean
diferenciadas y su reaccidn al tipo, direccién, magnitud y duracién de la fuerza aplicada.

Actualmente, numerosos pacientes acuden a la consulta en ortodoncia con el fin de buscar
solucién a sus problemas a nivel estético y oclusal, pero muchos de estos buscan una
resolucidn que sea rapida para evitar los efectos secundarios que se producen en este tipo
de tratamiento, como lo son caries, reabsorciones radiculares, recesiones gingivales, entre
otras. Por esto desde hace algun tiempo se han venido evaluando numerosos métodos que
produzcan una aceleracién del movimiento dental. Estos incluyen métodos invasivos como
las corticotomias, microperforaciones y otros van mas enfocados a un tipo de terapia un
poco mas conservadora con la aplicacién de diferentes sustancias como medicamentos,
entre las cuales encontramos la vitamina D y E las cuales han traido resultados favorables
pero aun inconclusos en cuanto al verdadero efecto producido a nivel celular y molecular.

Como se sabe, la vitamina D es una vitamina soluble en grasa, la cual participa en la
homedstasis del calcio y el fosforo en el organismo. La Vitamina D se encuentra en la
naturaleza en dos formas, una el ergocalciferol (vitamina D2) que se deriva de la irradiacion
del ergosterol producido en especies vegetales y la otra el colecalciferol (vitamina D3)
producida en la piel. El colecalciferol es la forma natural y el metabolito bioldgicamente
activo de la vitamina D, con una alta afinidad por el receptor nuclear (VDR), sintetizado de
forma enddgena en la piel a través de radiacion ultravioleta de un precursor el 7-
deshidrocolesterol, el cual puede por diferentes procesos ser fotoconvertido a previtamina
y posteriormente a vitamina D3 para llegar al torrente sanguineo. (Valero et al, 2007)

Se ha encontrado que la vitamina D no solo actla incrementando los niveles de células
osteoclasticas sino que también puede inducir un incremento de células osteoblasticas, por
lo tanto formacion ésea y estabilidad a largo plazo del tratamiento. En otras palabras, el uso
de 1-25 (OH) 2D3 puede eventualmente ser capaz de promover el restablecimiento del
tejido que sostiene los dientes después de finalizar un tratamiento de ortodoncia, aunque
esto continua siendo evaluado en la actualidad. (Nakimichi et al, 2018)

Gengy col en el aio 2013, evaluaron células madre mesenquimales aisladas de médula dsea
gue tienen la capacidad de producir células como osteoblastos, condrocitos, adipocitos,
entre otros. Encontrando que la diferenciacién in vitro de osteoblastos es estimulada por la
vitamina D, ya que esta promueve procesos de osteoblastogénesis, dependiendo de la dosis



y las condiciones en las cuales sea administrada. Se demostré un papel autocrino/paracrino
en el metabolismo de esta vitamina que promueve la diferenciacién celular, llevando
esencialmente a la formacion de matriz 6sea. (Geng et al, 2013)

Suda y col en el afio 2015, demostraron que la vitamina D es un factor nutricional
importante para prevenir fallas en la formacién y mineralizacién de tejidos dseos. Estos
autores afirmaron que aunqgue la vitamina D estimula estos procesos, no existe evidencia
directa que apoye este concepto actualmente, ya que se ha encontrado que esta vitamina
funciona en procesos de reabsorcion y remodelacion induciendo la sobreexpresién de
RANKL en los osteoblastos. Adicionalmente, su estudio en ratones con alteraciones a nivel
del receptor VDR reveld que el papel fisioldgico de la vitamina D depende del equilibro que
existe entre el calcio y el fosfato y adicionalmente la interacciéon que se presente con la
hormona PTH. (Suda et al, 1992)

Yangy col en 2017, realizaron un estudio cuyo objetivo fue evaluar la relacién entre la 1,25
D y la actividad osteogénica, utilizando un ensayo primario de osteoblastos derivado del
craneo de ratones, abarcando el proceso de desarrollo y diferenciacién de osteoblastos
desde etapas inmaduras hasta la diferenciacién a células maduras, donde evaluaban niveles
de transcripcion de marcadores de diferenciacién de osteoblastos y osteocitos. Ellos
determinaron que la formacidn ésea y mineralizacion in vitro se suprime con el tratamiento
farmacoldgico con 1,25D. Ademas de la funcién en el proceso de mineralizacién, se
confirmé que los osteoblastos son importantes reguladores de la formacion y la actividad
de osteoclastos a través de la activaciéon del sistema RANK-RANKL-OPG. Segun estos
autores, las etapas iniciales de diferenciacion de osteoblastos y la deposicion mineral son
independientes del sistema 1,25/VDR, sin embargo este receptor (VDR) es importante en
las dltimas etapas de diferenciacién de osteoblastos/osteocitos a largo plazo. Por lo tanto
se refuerza la idea de que la sefializacion VDR es importante para las células osteobl3sticas
y adicionalmente para la osteoclastogénesis realizada por los osteoclastos, ya que este VDR
influye en el efecto de la 1,25D sobre la expresién osteogénica en términos de magnitud y
direccion. (Yang et al, 2018)

Por otra parte, Nakamichi y col en 2018, demostraron que las formas activas de la vitamina
D mejoran el proceso de osteoclastogénesis tanto in vivo como in vitro a través del receptor
VDR, especialmente cuando se administraban concentraciones altas y no las esperadas en
condiciones fisiolégicas, aumentando significativamente la densidad mineral 6sea (DMO).
Estos autores realizaron su estudio en ratones, encontrando que el hueso es uno de los
principales drganos diana de la vitamina D y no solo para células de la linea osteoblastica
sino también ejerce un efecto a nivel de condrocitos hipertréficos promoviendo osificacidon
endocondral. Este estudio evalué la accidn del receptor VDR a nivel de modelos murinos de
tipo silvestre y con la presencia de algun tipo de mutacién, encontrandose que



efectivamente el VDR se expresa a nivel de osteoblastos y osteocitos en hueso, pero cuando
se presentaba alguna alteracién estos no presentaban anomalias evidentes en la
mineralizacion, formacidn o reabsorcién 6sea, llegando a la conclusion de que el VDR en
células de osteoblastos y osteoclastos no desempena un papel importante en el
metabolismo déseo fisioldgico, pero que por otra parte cuando se estimulaba el tratamiento
con 1,25D, se producia mayor produccion de osteoclastos, por lo tanto la vitamina D puede
estar involucrada tanto en procesos de reabsorcion o de aposicion dependiendo de la dosis
bajo la cual sea administrada, llevando resultados no concluyentes con respecto a su
mecanismo molecular y celular. (Nakamachi et al, 2018)

Wang y col en el afio 2018, evaluaron los efectos de VD3 de 25(0OH)D3 y 1a. 25(0OH)D3 en
diferentes concentraciones, en la diferenciacién temprana y tardia de osteoblastos,
encontrando que bajo los dos formas de vitamina D se encontraba cambios a nivel de
células osteobldsticas pero mayor alteracién en la metabolizacién directa a nivel de
25(0OH)D3. Entre sus hallazgos estd que a grandes concentraciones se promovia
significativamente la proliferacion de osteoblastos y que marcadores osteogénicos
tempranos como (Runx2 y fosfatasa alcalina) aumentan de forma dependiente a la dosis
administrada. Ademas que la 25(0OH)VD3 acelera la expresiéon de genes y proteinas como la
osteocalcina y el nivel de biomineralizacidn de osteoblastos. (Wang et al, 2018)

Con relacidn a la vitamina E, poco se sabe acerca de su mecanismo de accién a nivel celular
y molecular, por lo tanto se han planteado diversos estudios en los cuales se han
encontrado resultados que aun siguen sin ser concluyentes.

Se conoce que esta vitamina también llamada tocoferol o toctrienol, es un agente natural
gue actua como factor inductor en la proliferacion, diferenciacion y maduracion de células
osteoblasticas, que ademas tiene funciones antioxidantes al proteger a las células de
efectos negativos de radicales libres, y que presenta propiedades antinflamatorias ya que
inhibe la liberacién de algunos mediadores proinflamatorios tales como PGE2, TNF-a, IL-1
e IL-6 que se han encontrado relacionados con mayor predisposicion a pérdida dsea. (Soeta
et al, 2010)

Por otra parte actla en la adhesion de los monocitos a las células endoteliales y en procesos
de la respiracion. Adicionalmente entre otros de los hallazgos relacionados con esta
vitamina se ha encontrado que protege el cartilago contra la peroxidacién lipidica celular
para mantener el crecimiento normal y modelado dseo. Estudios in vitro y en animales
indican que también mejora el contenido de calcio y las propiedades mecanicas del tejido
6seo, ya que genera cambios en la actividad de la fosfatasa alcalina, la osteocalcina y la
sialoproteina ésea. (Reno et al, 2005)

De acuerdo a la accidn de la vitamina E, Ha y colaboradores, en el ano 2011, realizaron un
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estudio para evaluar la forma en la que la vitamina E en sus dos isoformas (a-tocoferol y a-
tocotrienol) podian modular la reabsorcién dsea osteoclastica a partir de macréfagos
derivados de la médula ésea de roedores (BMM), encontrando entre sus resultados que el
o-tocotrienol inhibe la osteoclastogénesis en cocultivos de osteoblastos, impidiendo la
diferenciacién de osteoclastos inducido por RANKL en los osteoblastos y adicionalmente
gue este no afecta la supervivencia de osteoclastos maduros, llevando a la conclusidon que
los tocotrienoles tienen propiedades directas que influyen en los procesos de resorcién
6sea, mientras que el a-tocoferol no. (Ha et al, 2011)

Por otra parte, Fujita y col, en el afio 2012, evaluaron la accién de la vitamina E en ratones
gue presentaban una deficiencia en la proteina de transferencia del a-tocoferol
comparandolo con un modelo de ratén silvestre, encontrando que aquel espécimen que
presentaba alteracién o deficiencia de vitamina E, mostraba una mayor densidad dsea a
nivel de las vértebras y huesos largos como resultado de una disminucién en la reabsorcién
de hueso, por lo tanto en su estudio se concluyd que la vitamina E (a-tocoferol) estimula la
fusion de osteoclastos mediante la induccion de una proteina transmembrana especifica de
células dendriticas. Adicionalmente, evaluaron el papel de la vitamina E en el desarrollo de
células osteoclasticas in vitro a partir de células madre derivadas de ratones salvajes y
estimuladas por RANKL con a-tocoferol. Dando como resultado que el a-tocoferol estimuld
la diferenciacién de los osteoclastos de una manera dependiente de la dosis,
demostrandose un aumento de la cantidad de fosfatasa acida resistente al tartrato (TRAP),
mientras que la proliferacion de los precursores de los osteoclastos y la supervivencia de
los osteoclastos maduros no presentaron cambios significativos. Por otra parte, la
diferenciacién y proliferacidén osteoblastica tampoco fue alterada por este, por lo cual estos
autores concluyen que la vitamina E estimula la maduracién de osteoclastos y que
adicionalmente esta presenta un papel importante en el control de la masa dsea. (Fujita et
al, 2012)

En contraste, Urban y col, en el aino 2012, realizaron un estudio a partir de células primarias
de osteoblastos bovinos derivados del periostio del metacarpo de una ternera para evaluar
la accién de la vitamina E (a-tocoferol) en cuanto a la diferenciacion de células comparado
con la vitamina C. Encontrando entre sus hallazgos que no se presentaba aumento en la
diferenciacién celular, ni en el nimero de proteinas de matriz extracelular como coldgeno
tipo |, osteocalcina y osteonectina. Estos autores concluyen que esto se puede producir por
la administracion de una concentracién inadecuada de la vitamina E la cual puede generar
efectos toxicos en las células evitando su diferenciacidn y proliferacién. (Urban et al, 2012)

Chin y col, en el afio 2015, evaluaron los efectos producidos por los Tocotrienoles en los
tejidos déseos de ratones que habian sido gonadectomizados y que presentaban una
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reduccion significativa del volumen de hueso, nimero y grosor trabecular con respecto a
un grupo control, encontrando que esta isoforma de la vitamina E presenta efectos en
cuanto a proteccion désea cuando los modelos utilizados en el estudio presentaron
deficiencia de estrégeno, testosterona, glucocorticoides, entre otros. Entre sus hallazgos
esta que el tocotrienol aumenta el niumero de osteoblastos, la deposicion mineral y la
formacién dsea, disminuyendo de manera significativa el nimero de osteoclastos, la
erosiéon en el hueso y las actividades de remodelacidon 6sea mejorando la microarquitectura
6sea en especimenes osteopénicos. Estos autores concluyen que estos resultados se
pueden atribuir a la accién antioxidante, antiinflamatoria y genética que presenta el
tocotrienol, pero que deben seguirse realizando estudios para encontrar resultados
concluyentes. (Johnson et al, 2016)

Conforme a todos los estudios que se han elaborado en cuanto a la accion de la vitamina E
tantoin vivo como in vitro, Galliy col en el afio 2017 plantean que son muchos los resultados
gue se pueden obtener con la utilizacidn de esta vitamina, pero que aun hace falta dilucidar
realmente sus efectos, la accion a nivel molecular de sus metabolitos con el fin de
desarrollar estrategias terapéuticas adecuadas y asi aprovechar al maximo sus acciones
antioxidantes y antiinflamatorias. (Galli et al, 2016)



6. OBJETIVOS

- Objetivo general: Evaluar el efecto de la administracion de la vitamina D y la vitamina E
sobre la diferenciacién de células mesenquimales in vitro.

- Objetivos especificos:
- Determinar el efecto de la vitamina D sobre la diferenciacién de células
mesenquimales in vitro en diferentes tiempos y concentracion.
- Determinar el efecto de la vitamina E sobre la y diferenciacién de células
mesenquimales in vitro en diferentes tiempos y concentracion.
- Evaluar el efecto en la diferenciacion de células mesenquimales in vitro al ser
tratadas con la vitamina D y la vitamina E de forma combinada.
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7. METODOLOGIA DEL PROYECTO
7.1 Tipo de estudio:

Experimental in Vitro

7.2 Muestra:

Se analizaran células mesenquimales obtenidas a partir de pulpa de premolares con
extraccién indicada debido a tratamiento de ortodoncia. Se analizardn tres cultivos
independientes obtenidos de tres donantes en el pasaje 4 con tres réplicas de cada uno
(n=9).

7.3 Métodos y técnicas para la recoleccion de la informacion:

7.3.1 Obtencion de células mesenquimales a partir de pulpa dental:

Se obtendran pulpas dentales de premolares sanos de individuos entre 18-20 afios, que
requieran extracciéon debido a tratamiento ortodéncico. Se seguira el protocolo de
Gronthos et al. En breve, los dientes serdan descontaminados posterior a la exodoncia por
inmersién en hipoclorito de sodio al 5% durante 5 segundos y seccionados con pieza de alta
para la obtencion del tejido pulpar completo. Los explantes se colocaran en medio de
cultivo Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) bajo en glucosa Hyclone (Thermo Fisher
Scientific, Bremen, Germano), suplementado con suero fetal bovino (FBS) Hyclone (Thermo
Fisher Scientific) y antibidticos. Se utilizara un medio de disociacién que contiene
colagenasa (3 mg/ml) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) y dispasa (4 mg/ml) (Gibco) por 16
h en una atmésfera humidificada con 5% de CO2 a 37°C. Posteriormente, se centrifugard la
suspension celular y el precipitado celular se resuspendera en medio para ser sembrado en
frascos de 25 cm? hasta alcanzar una confluencia del 80%. (Gronthos et al, 2002)

7.3.2 Caracterizacion fenotipica y funcional de células mesengquimales:

Para la caracterizacion de las células mesenquimales se tendran en cuenta los siguientes
criterios:

e Caracterizacion morfolégica: Se determinaran caracteristicas morfoldgicas de células

mesenquimales, las cuales deben observarse alargadas, en forma de huso, estrechas, de
aspecto fibroblastoide, nucleo central y abundantes lisosomas. (Flores-Figueroa et al, 2006)
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e Caracterizacion por citometria de flujo: Se utilizaran varios marcadores de membrana
que seran detectados mediante citometria de flujo debido a que no se ha identificado un
marcador especifico de células mesenquimales. Previamente, las células cultivadas se
tripsinizaran, se centrifugardan y se resuspenderan en 100uL de buffer salino.
Posteriormente, las células se incubaran en tubos distintos con 10uL de anticuerpos
monoclonales conjugados con fluorocromos, como son CD34, CD45, CD73, CD90, CD105
(BD Biosciences). Como control negativo se utilizaran células sin marcaje de anticuerpos.

El andlisis se realizard en un citdmetro de flujo. La poblacion homogénea se caracteriza por
presentar células positivas para CD73, CD90, CD105 y negativas para CD34, CD45. (Arévalo
et al., 2007; Arbdsa et al., 2013)

e Caracterizacion funcional: Las células mesenquimales poseen la capacidad de
diferenciarse a diversos tipos celulares entre los que estan los osteoblastos y los osteocitos.
Para lograr su diferenciacién a osteoblastos se cultivaran en medio Modified Dulbecco's
Modified Eagle Media (DMEM) (Sigma Aldrich) suplementado con 0,1uM dexametasona,
10mM RB-glicerolfosfato y 0,2mM de acido ascérbico. Luego de 21 dias de tratamiento con
este medio se evaluara la diferenciacién celular. (Rodriguez-Pardo et al, 2010)

7.3.3 Tratamiento de células mesenguimales con Vitamina E y D:

Las células mesenquimales seran cultivadas en frascos de cultivo de 25cm? hasta alcanzar
el 80% de confluencia y posteriormente se disociaran con 0,25% de Tripsina (DIFCO) y se
sembraran en microplacas de 12 pozos, 5000 células por pozo. Estas células serdn tratadas
con diferentes concentraciones de Vitamina D y vitamina E a las 24, 48, 72,96 y 120 horas
por triplicado.

7.3.4 Determinacion de la tasa de proliferacion de células mesenquimales y osteoblastos:

La proliferacion celular de las células mesenquimales con o sin tratamiento con Vitamina D
y E y de los osteoblastos obtenidos a partir de ellas, se evaluaran por las técnicas de
exclusidn del colorante tripan blue, y por la prueba fluorométrica de resazurina.

* Ensayo de exclusidn de azul tripan:

Las células muertas presentan pérdida de la integridad de la membrana lo cual les permite
incorporar el colorante obteniéndose coloracién azul en el citoplasma. Por el contrario, las
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células vivas excluyen el colorante. El recuento de células vivas y muertas es realizara en un
hemocitdometro.

¢ Prueba fluorométrica resazurina:

La resazurina es un compuesto de color azul no fluorescente, y se reduce irreversiblemente
a resofurina (rosado altamente fluorescente) y luego en dihidroresofurina (incoloro y no
fluorescente). La transformacién de este compuesto se asocia solo con la actividad de las
mitocondrias de células vitales. La resofurina es difundida al medio permitiendo el
monitoreo de la proliferacién o muerte celular. A las células incubadas se les adicionarilla
solucién de resazurina 4,4ug por pozo y se dejardn incubar a 37°C durante 4 horas,
posteriormente, se analizaran en un lector Tecan Infinite M2000 Pro, a una longitud de onda
de 535-595nm. (Escobar y Aristizabal, 2010)

7.3.5 Diferenciacidn y caracterizacion de osteoblastos:

¢ Diferenciacion celular:

Las células mesenquimales con o sin tratamiento con Vitamina D y/o E, seran cultivadas en
medio de induccidén osteogénica que contiene medio DMEM, suplementado con 10% de
SFB, 100 U/ml de penicilina, y 100 ug/mL de estreptomicina, 0,1 uM de dexametasona
(Sigma-Aldrich), 5 mM de B-glicerofosfato (Santa Cruz, CA, USA), 50 ug/mL de &cido
ascoérbico (Sigma-Aldrich). Las células se trataran con el medio de diferenciacion por 24 h,
7, 14 y 21 dias, en una atmésfera humidificada con 5% de CO2 a 37°C. Las muestras control
negativo seran mantenidas solo en medio de cultivo, sin factores de diferenciacién
osteoblastica.

e Caracterizacion mediante PCR en tiempo real:

Para confirmar la diferenciacién de las células mesenquimales a osteoblastos se evaluara la
expresion del gen RUNX2, el cual constituye la primera evidencia de la diferenciacién
osteogénica y cuyo maximo nivel se alcanza en los preosteoblastos. También se
determinara la presencia del gen osterix (OSX) y los marcadores de genes como
osteopontina (OP), coldgeno tipo 1(COL1), fosfatasa alcalina (ALP) y osteocalcina (OC), los
cuales indican el progreso de la diferenciacién. (Arévalo et al, 2007; Huang et al, 2009;
Mufioz, 2012)
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o Actividad Fosfatasa alcalina:

Para comprobar la diferenciacion se analizard la actividad fosfatasa alcalina mediante
tincion con la soluciéon Nitroblue tetrazolium chloride 5 bromo-4-chloro-3-indolyl-
phosphate (NBT/BCIP) (Roche) durante 20-30 minutos y se contrastaran con 1mL de
hematoxilina (Merck) durante 2 minutos. Las células con actividad fosfatasa alcalina
tomaran coloracion violeta intensa que seran cuantificadas por conteo directo. ( Mufioz,

2012)

eEvaluacion de mineralizacion in vitro:

Tincidn con rojo de alizarina

Se sembrardn 1x10* células de la pulpa dental en placas de 12 pozos y se inducird la
diferenciacién osteoblastica por 7, 14 y 21 dias. En cada momento de prueba, las muestras
seran fijadas con PFA al 4% por 30 min y tefiidas con rojo alizarina S (Sigma-Aldrich) al 2%
diluido en agua destilada estéril (pH 4.1) x 15 min a TA. Siguiendo el protocolo establecido
por Gregory et al. con algunas modificaciones, el tinte se extraerd con PBS al 1X durante 30
min y solucidn de acido acético e isopropanol al 10%, durante 16 h a TA. La formacién de
nddulos de calcificacidn, se analizard bajo microscopio invertido y se determinara la
absorbancia del tinte extraido por medio de un lector de multiplacas Infinite M200, Tecan
a 550 nm.

7.4 HIPOTESIS DE ESTUDIO:

7.4.1 Hipétesis Nula: No existen diferencias estadisticamente significativas con respecto al

control en la diferenciacidon de células mesenquimales in vitro con la aplicacién de vitamina
D.

No existen diferencias estadisticamente significativas con respecto al control en Ia
diferenciacién de células mesenquimales in vitro con la aplicacion de vitamina E.

7.4.2 Hipoétesis Alterna: Existen diferencias estadisticamente significativas con respecto al
control en la diferenciacidn de células mesenquimales in vitro con la aplicacién de vitamina
E.

Existen diferencias estadisticamente significativas con respecto al control en la
diferenciacién de células mesenquimales in vitro con la aplicacién de vitamina E.
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7.5 PLAN DE ANALISIS DE DATOS:

Los datos se expresaran como promedio * SD. Un valor de P<0.05 se considerara una
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos experimentales. Para analizar
diferencias entre grupos de las variables con distribucién normal se utilizard la prueba t-
Student y para las que no presenten distribucion normal se utilizara la prueba de U Mann
Whitney.

Todos los experimentos fueron realizados en tres cultivos independientes con tres réplicas
por condicion. El andlisis estadistico se realizara utilizando el software SPSS, version 21.0
(SPSS, Chicago, IL, USA)

8. CONSIDERACIONES ETICAS

Para la realizacidon de este proyecto se tienen en cuenta las normas cientificas, técnicas y
administrativas para la investigacion en salud segun la resolucion 008430 capitulo | articulo
11, expedida por el ministerio de salud en 1993, el cual regula los aspectos éticos de la
investigacion en seres humanos. Segun este, el uso de dientes permanentes exraidos por
indicacidn terapéutica se considera como una investigacidon con riesgo minimo. (Anexo 1)
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10. RESULTADOS

10.1 Disminucion de la proliferacion de hDPSC proporcional a la dosis y tiempo de
tratamiento con vitaminaDy E

Se caracterizaron las hDPSC y se determind el perfil de marcadores de células madre
mesenquimales (CD73 +, CD90 +, CD105 +, CD14-, CD20-, CD34-, CD45-) (Figura 1a-1e) y
la morfologia alargada similar a fibroblasto (Figura 1f). Inicialmente, se determiné el efecto
del tratamiento con vitamina D o vitamina E administrada individualmente, sobre la
proliferacién de hDPSC en diferentes momentos. El tratamiento de hDPSC con vitamina E
redujo significativamente la proliferacion celular en todas las dosis después de 120 h de
tratamiento, con una disminucién maxima del 31% observada con la concentracion mas alta
(12 uM) (Figura 2a). Por el contrario, la vitamina D, a una dosis de 1 x 10-7 M, indujo una
proliferacidn celular significativamente menor después de 96 h. Después de 120 h, todas las
concentraciones de tratamiento indujeron una disminucidn significativa en el nimero de
células, observandose la mayor disminucion de la proliferacién celular (53%) en las células
tratadas con vitamina D a 1 x 10-7 M en comparacion con la proliferaciéon en el grupo no
tratado (control) (Figura 2b). No se observd muerte celular evidente en los grupos
experimentales tratados con vitamina D o E en diferentes tiempos de tratamiento.
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Figura 1. Caracterizacion de hDPSCs. Histogramas de citometria de flujo de dos cultivos primarios de hDPSC
con marcadores de superficie positivos para (a) CD105, (b) CD90y (c) CD73 y (d) negativos para CD34, CD14,
CD20y CD45. (e) Porcentaje de células positivas para cada anticuerpo. El 95% de las células fueron positivas
para CD73 y CD90, y menos del 2% fueron positivas para CD34, CD45, CD14 y CD20. (f) Microfotografia de
hDPSC con fenotipo de fibroblasto, 7 dias después del cultivo. Los valores se presentan en promedios y

desviaciones estandar (DE), de dos experimentos independientes. Barra de 200 um.
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Figura 2: Reduccion del nimero de hDPSC inducidas por el tratamiento con diferentes dosis de vitaminas D y
E (a). La vitamina E produjo una disminucién en el nimero de células directamente proporcional a la
concentracion utilizada. Se observaron diferencias significativas a partir de las 96 h con dosis de 12, 6y 3 uM
en comparaciéon con el grupo de control. (b) El tratamiento con vitamina D redujo el nimero de hDPSC en
todas las dosis utilizadas después de 120 h en comparacidn con el grupo de control. Los asteriscos muestran
diferencias significativas (p <0.05). Los datos se expresan como promedios + DSSD.

10.2 El tratamiento simultaneo con vitaminas D y E indujo una mayor disminucion de la
proliferacion celular que la observada con aplicaciones individuales

Dado que 1 x 10-7 M de vitamina D y 12uM de vitamina E indujeron los mayores cambios
en la proliferacion y morfologia de las hDPSCs durante los diferentes tiempos, estas dosis
fueron elegidas para ser utilizadas en el tratamiento simultaneo con las dos vitaminas. El
tratamiento con vitamina D (1 x 10-7M), vitamina E (12 uM) y vitaminas D + E disminuyo la
proliferacién en un 49%, 35% y 61%, respectivamente, después de 144 h, y en un 40%, 33%
y 49%, respectivamente, después de 192 h de tratamiento, sin que se observara muerte
celular evidente en los grupos experimentales. La administracién simultanea de vitaminas
D + E redujo significativamente el nimero de células (p <0.05) en el grupo de control, asi
como en los grupos tratados individualmente con vitaminas D y E (Figura 3a). Los cultivos
celulares tratados al mismo tiempo con vitaminas D y E (D + E) demostraron una menor
confluencia celular, con un citoplasma mas grande y plano. En contraste, las células tratadas
con vitamina D presentaron una morfologia mas alargada (Figura 3b).
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Figura 3: Cambios en la proliferacion y morfologia de hDPSC inducidos por el tratamiento con vitaminas Dy E.
(a) Reduccion porcentual de la proliferacién inducida por el tratamiento con vitamina D (10-7M), vitamina E
(12 uM) y las dos vitaminas simultdneamente ( D + E) durante 192 h de tratamiento. Se puede observar una
mayor reduccion de la proliferacién de células tratadas con vitamina D + E (61% a las 144 y 49% a las 192 h)
frente a la observada al aplicar vitamina D (49% a las 144 y 40% a las 192 h) y vitamina E (35% a las 144 h y
33% a las 192 h) individualmente. Todos los grupos de tratamiento mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre ellos y con el control a partir de las 96 h (p <0,05). (b) Microfotografia de hDPSC tratada
convitamina D, vitamina E y vitaminas D + Ey medio de diferenciacién (DM) durante 192 h. Las células tratadas
con vitaminas D y E simultdneamente (D + E) presentaron menos confluencia celular con un citoplasma mas
grande y plano. Barra de 200 um.

10.3 El tratamiento con vitaminas D y E condujo individual y simultaneamente a la
diferenciacion osteoblastica de las hDPSC.

Para evaluar la actividad osteobl3stica, la tincion con rojo de alizarina S determind la
formacidn de nédulos calcificados en células tratadas con vitaminas D, Ey D + E durante 7,
14 y 21 dias (Figura 4). Después de 7 dias, la formacion inicial de nddulos calcificados en
células tratadas con vitaminas D + E fue mayor que la observada en las células tratadas
individualmente con las vitaminas (Figura 4a, 7 dias). A los 14 dias, se asocié un aumento
significativo en la formacién de nddulos calcificados con el tratamiento con vitamina D en
comparacion con el observado a los 7 dias (Figura 4a, 14 dias). Ademas, en todos los grupos
experimentales, se observé un aumento en el nimero de nddulos calcificados a los 21 dias
(Figura 4a, 21 dias). Al cuantificar la absorbancia del rojo de alizarina S extraido de las
células, se observaron diferencias significativas a los 7 dias entre las células tratadas con
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vitaminas D + E y la DM en comparacioén con el grupo control. A los 14 y 21 dias, se observo
un aumento significativo en la cantidad de rojo de alizarina S en todos los grupos
experimentales en relacion con el grupo de control (Figura 4b).
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14 days Fdays

21 days

Absorbance (0.1)

7 14 21

Time (dayz)
mm Control D+E
1 Vitamin D BE=m DM
Bl Vitamin E

{b)

Figura 4: Mineralizacién de la matriz extracelular. (a) La mineralizacién se determiné mediante tincién con
rojo de alizarina. Se observd una fuerte tincion de la matriz en las microfotografias, lo que indicd la aparente
formacion de nddulos de calcificacion. (b) Medicion de la absorbancia (densidad éptica, DO) de la tincidn roja
de alizarina extraida de células bajo diferentes tratamientos a los 7, 14 y 21 dias. Medio de diferenciacion
(DM). Los asteriscos muestran diferencias significativas (p <0.05) con respecto al grupo control. Los datos se
expresan como promedios + DE. Barra de 200 um.

Para comprender el papel de las vitaminas D y E en la diferenciacion de osteoblastos,
comparamos sus efectos sobre la expresidn de marcadores osteoblasticos mediante analisis
de PCR en tiempo real. Después de 14 dias de tratamiento, se observé una mayor expresion
del gen OSX en todos los grupos experimentales; posteriormente, fue evidente la
disminucion de la expresion, excepto en el grupo tratado simultdneamente con las dos
vitaminas (vitaminas D + E), en el que la expresién de OSX continué aumentando (Figura 5).
Por el contrario, después de 14 dias, la expresién de RUNX2 aumenté significativamente en
todos los grupos experimentales. Ademas, el tratamiento con vitamina E produjo el mayor
aumento observado a los 14 dias (164 veces). A los 21 dias, la expresion de RUNX2
disminuyd en todos los grupos (Figura 5). Finalmente, el gen OCN demostré una mayor
expresion en todos los grupos experimentales a los 14 dias. Posteriormente, la expresién
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de OCN disminuyd después de 21 dias en el grupo de vitamina D, asi como en el grupo
tratado simultdaneamente con las dos vitaminas (D + E). Después de 21 dias de tratamiento,
los grupos de células tratados con DM y vitamina E demostraron un aumento en la

expresion del gen OCN (Figura 5).

256,00
128,00
4,00
32,00
16,00

8,00

Relative fold change! GAFDH
[
[
(=

2,00
1,00
0,50
0,25
0,13
0,08 ? 14 2 7 14
05X RUNX2 OCN
Times (days)
I DM [] vitamin D
] vitamin E Zi D+E

Figura 5: Cuantificacion de la expresion génica relativa durante la diferenciacién: se realizé la cuantificacion
de la expresidén relativa de osteoblastos especificos y transcripciones mineralizantes del factor de
transcripcion 2 relacionado con el enrojecimiento (RUNX2), Osterix (OSX) y Osteocalcina (OCN) en hDPSC
tratadas con vitamina D, Ey D + E durante 7, 14 y 21 dias. Los datos se expresan en relacién a los niveles de
expresion del gen de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y como control positivo, y se
analizaron las células tratadas con medio de diferenciacion (DM).
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11. DISCUSION

El movimiento dental mediado por la ortodoncia depende de la remodelacién de los tejidos
gue rodean los dientes después de la aplicacidn de fuerzas mecdnicas. Para que se produzca
el movimiento dental, es fundamental la aplicacién de fuerzas mecdnicas capaces de activar
el hueso y las células relacionadas generando cambios inflamatorios en el tejido
periodontal, desencadenando el movimiento dental deseado. Actualmente, se estan
investigando métodos para acelerar el movimiento, utilizando algunos métodos invasivos
como osteotomias, corticotomias y otros, como piezoincisiones y microosteoperforaciones.
Ademads, se han explorado métodos mecanicos como vibracién y laseres y productos
guimicos de baja frecuencia, incluida la aplicacidon de prostaglandinas, hormonas, opioides
y vitaminas. (Gkantidisa et al, 2014)

La vitamina D es una de las vitaminas investigadas para acelerar movimiento dental y es un
poderoso regulador del desarrollo y metabolismo dseo, participando en la homeostasis del
calcio y aumentando significativamente la formacidn dsea en el area reabsorbida del hueso
alveolar después del movimiento dentario. Después del tratamiento de ortodoncia, la
vitamina D puede promover la restauracion del tejido de soporte de los dientes (Kouskoura,
2004). Ademas, se ha determinado que la vitamina D, en su forma activa, desempefia un
papel particularmente importante en el tejido dseo, ya que puede estimular tanto la
formaciédn como la reabsorcion dsea, regulando el recambio éseo y actuando tanto sobre
osteoblastos como sobre osteoclastos (Collins and Sinclair, 1988). En particular, la
interaccion entre la vitamina D y los osteoblastos es compleja. los La presencia del receptor
de vitamina D en los osteoblastos permite efectos directos, pero estos efectos varian con la
dosis y el tiempo de tratamiento y el origen de los osteoblastos. El efecto de la vitamina D
sobre la diferenciacién y mineralizacidon es principalmente estimulante en osteoblastos
humanos y de rata e inhibidor en osteoblastos murinos.

Aungue la mayoria de las investigaciones indican un efecto inductor de los osteoclastos y
osteoblastos, algunos estudios han sugerido que la principal accién farmacolégica in vivo
de la vitamina D, al menos en un estado elevado de recambio 6seo, como la deficiencia de
estréogenos, es suprimir la resorcidn ésea osteoclastica (Shibata,2002). Esto induce a la
incertidumbre con respecto al papel que desempefia la vitamina D en la resorcién dsea o la
deposicidn y mineralizacidn alrededor del diente sometido a movimiento de ortodoncia. En
el presente estudio, las hDPSC tratadas con la vitamina D demostraron una disminucién
significativa de la proliferacién dependiente de la dosis. La disminucién en el nimero de
células fue significativa con el tratamiento con vitamina D 1 x 10-7 M a partir de las 96 h; a
las 120 h, todas las concentraciones de tratamiento (1 x 10-5M, 1 x 10-6 My 1 x 10-7 M)
indujeron una disminucidn significativa en el nimero de células. Este numero reducido de
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células estd asociado con una disminucién en la proliferacién celular ya que no se observé
muerte celular evidente en ningun grupo experimental. Del mismo modo, Atkins et al. han
demostrado que La 1a-25-dihidroxivitamina D3 (1,25-D3), un importante metabolito de Ia
vitamina D, reduce considerablemente la tasa de proliferacién celular a una concentracién
de 1 x 10-3 M, lo que indica que es un importante regulador fisioldgico de la proliferacién
de osteoblastos humanos (Atkins,2007). Ji y col. han empleado experimentos in vitro para
aclarar cémo la 1,25-D3 induce la diferenciacién osteogénica en las células madre del
ligamento periodontal humano, notando una disminucién en proliferacién celular en
comparacion con el grupo de control a diferentes concentraciones (0,01, 1 y 10 nM)
después de 24,48y 72 h (Zang,2018). Wangy col. han investigado el efecto de 1,25-D3 (0,01
y 0,02 nmol / L) sobre los osteoblastos durante 7 a 14 dias y han informado de un aumento
significativo en la viabilidad de los osteoblastos; sin embargo, dependiendo de la dosis
administrada, los resultados variaron y no lograron producir una diferenciacién celular
significativa ( O’Loughlin,2018).

A diferencia de los hallazgos anteriores, otro estudio que utilizé células MC3T3-E similares
a los osteoblastos tratados con concentraciones de vitamina D 1x 10719, 1x1012y 1x1014 M
para inhibir el crecimiento celular, demostraron una tasa de proliferacién mayor que es
observado en el grupo de control en todas las concentraciones. Sin embargo, se observé un
aumento en la expresidon de marcadores asociados con la diferenciacién celular (Kim,2018).
Por tanto, los efectos de la vitamina D dependen directamente de las dosis administradas,
induciendo la diferenciacion osteogénica de las células madre; sin embargo, dependiendo
del medio, la concentracion y el tipo de células pueden producir o no una disminucion
considerable de la proliferacién celular.

En cuanto al efecto de la vitamina E sobre la proliferacidn de células mesenquimales in vitro,
este estudio encontré una reduccion significativa en el nUmero de células en todas las dosis
utilizadas (de 0,31 ug / ml a5 ug / ml), a partir de las 120 horas de tratamiento. Los estudios
sobre los cambios en la proliferacién celular inducidos por el tratamiento con vitamina E
son contradictorios: Fujita et al, evaluaron la accién de la vitamina E en ratones que tenian
una deficiencia en la proteina de transferencia de a-tocoferol, comparandola con un
modelo de ratén salvaje, encontrando que los osteoblasticos la diferenciacion y la
proliferacién no se alteraron con el tratamiento con vitamina E (( O’Loughlin,2018).
Adicionalmente, Urban et al, encontraron en su estudio in vitro que no se genera un
aumento en la proliferacion de osteoblastos luego de la aplicacién de vitamina E, sin
embargo, argumentan que altas dosis de esta vitamina pueden generar efectos tdxicos
previniendo su diferenciacion y proliferacion(Kim, 2018). Por otro lado, Ahn et al.
encontraron que la proliferacién de células madre mesenquimales humanas (MSC)
aumentaba después de la incubacién con aTocoferol (vitamina E) (Fujita,2012). En un
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estudio desarrollado por Wan Hasan et al, células preosteoblasticas MC3T3-E1 tratadas con
un derivado de vitamina E: tocotrienol derivado de annatto, en dosis de 5, 10y 20 ug / mL
después de 3 a 6 dias de tratamiento, dieron una reduccién significativa de la cantidad de
células, ademas se observd no solo proliferacion sino también en la viabilidad celular
(Wang,2018). En nuestro estudio, el tratamiento con vitamina E no produjo una reduccién
en la cantidad de células vivas en ninguna de las dosis utilizadas.

También se evaluaron los cambios morfolédgicos de las células tratadas con Vitamina D y E,
observandose menor densidad celular directamente proporcional a la concentracién
utilizada, células con mayores extensiones y citoplasma poligonal con mayor tamafio
citoplasmatico. Estos cambios son similares a los informados por Wan Hasan et al, que
detectaron cambios morfoldgicos en las células preosteoblasticas MC3T3-E1 desde el tercer
dia de tratamiento con un derivado de la vitamina E, convirtiéndose en células mas cubicas
y mas grandes que las células de control (Wan, 2018- Urban,2012). Adicionalmente, Kanna-
Jain et al, determinaron que, a nivel morfoldgico, la vitamina D induce la proliferacién de
células de la pulpa y del foliculo dentario con morfologia triangular, estrellada o fusiforme,
ambas en un tiempo aproximado de 1-2 semanas y posteriormente una estructura similar
a una red (Kanna,2011). Por su parte, Lou et al, probaron la hipétesis de que la 1a, 25-
dihidroxivitamina D3 juega un papel fundamental en presencia de cambios morfolégicos en
células mesenquimales, en la que se evidencié que las células cultivadas a menor densidad
en crecimiento medio normal parecian mas grandes, mas planas y fusiformes, mientras que
a mayor densidad luego de un cultivo de 21 dias se veian mas como fibroblastos y
dependiendo de la dosis administrada, en este caso 500nM, algunas células comenzaron a
tener cambios significativos después de 6 dias, adquiriendo una mayor forma poligonal, una
caracteristica asociada con las células osteoblasticas y alrededor de los 16 dias llegando a
formar una poblacién mas homogénea (Urban, 2012).

Actualmente, no existen estudios que evallen la accidn combinada de la Vitamina D y la
Vitamina E en la diferenciacidn de células mesenquimales, por lo que es importante realizar
este tipo de investigaciones para poder determinar con mayor precisidon su mecanismo de
accion y como en el futuro se pueden utilizar terapéuticamente. En este estudio se encontré
que el tratamiento con Vitamina D + E indujo una reduccién en la proliferacién del 49% a
los 8 dias de tratamiento (192h) que fue mayor que la encontrada al aplicar las dos
vitaminas individualmente. También se observaron cambios morfolégicos con el
tratamiento simultdneo con las dos vitaminas, encontrandose células mas grandes y
poligonales con marcadas extensiones citoplasmaticas. En cuanto al efecto que producen
estas vitaminas en la diferenciacion osteoblastica y en la estimulacién del proceso de
mineralizacion in vitro, se observo formacién de ndédulos de mineralizacion tras la tincidn
con rojo de alizarina, siendo su formacion mayor en células tratadas de forma combinada
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con ambas vitaminas, en comparacion con grupo tratado individualmente y con el control.
La extraccion de rojo de alizarina de las células generd un mayor contenido de colorante en
las células tratadas con las dos vitaminas aplicadas simultaneamente.

Las células tratadas con Vitamina D mostraron un aumento significativo en la formacién de
nédulos de calcificacion a los 14 dias de tratamiento. De forma similar, De Kok et al,
determinaron que esta vitamina induce la diferenciacién osteoblastica de células madre
mesenquimales humanas cultivadas por un periodo de 14 a 21 dias, encontrando una mayor
formacién de nédulos de mineralizacién después de este tiempo (Lou, 2017). Ademas,
Khanna-Jain informé que las células madre de la pulpa y los foliculos formaban una matriz
mineralizada cuando se trataban con metabolitos de vitamina D3 (Ahn, 2011). En el estudio
de Mojarad et al, la tincidn con rojo de alizarina mostré que el tratamiento con 1a, 25 (OH)
2D3 inducia una mayor formacién de ndédulos mineralizados (Khanna,2010). Por otro lado,
Ji et al, demostraron en su estudio que después de 14 dias de tratamiento con vitamina D,
las células mesenquimales del ligamento periodontal humano generaron una mayor
formacién de nédulos mineralizados que el grupo de control (Zhang, 2018). La vitamina E
también produjo un aumento en la formacién de nddulos de calcificacion similar al
observado con el tratamiento con vitamina D. Wan Hasan et al encontraron resultados
similares en células MC3T3-E1 tratadas con diferentes concentraciones de vitamina E donde
la intensidad de la tincién positiva para el rojo de alizarina aumenté del dia 3 al dia 21 en
todos los grupos experimentales (Wan, 2018).

Para comprender el papel de las vitaminas D y E en la osteogénesis, se compard su efecto
sobre la expresién de marcadores de diferenciacidén osteoblastica. La vitamina D indujo un
aumento en la expresion de genes de diferenciacion celular como RUNX2, OSX y OCN a las
14 h de tratamiento y una disminucién en su expresion a los 21 dias. Curtis et al informaron
resultados similares, quienes determinaron que la expresion de OCN aumentd
significativamente principalmente en el dia 14 del tratamiento con vitamina D en células
madre mesenquimales humanas tratadas con vitamina D3 10 nM (De Kok, 2006). Por otro
lado, Posa et al, determinaron que la expresion de RUNX2 aumento significativamente a los
7 y 14 dias, disminuyendo después de 21 dias de tratamiento con vitamina D en células
madre derivadas de la yema dentaria (DBSC) (Mojarad, 2016). Nuestros resultados difieren
de los obtenidos por Kim et al, quienes encontraron cambios tempranos en la expresion de
ALP, Col-1, VDR y OCN en células MC3T3-E1 tratadas con 1x10-10, 1x10-12 y 1x10-14M de
1,25- dihidroxivitamina D3 (Atkins, 2007). Estas diferencias pueden deberse al rango de
dosis y al tipo de células analizadas. Ademas, Wan Hasan et al, en su estudio, encontraron
que genes como OSX, COLlal, ALP y OCN, aumentaron significativamente en células
tratadas con un derivado de vitamina D AnTT desde el dia 3 al dia 15 de tratamiento (Wan,
2018).
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En relacion a la Vitamina E, existen pocos estudios que evallen la expresidon de diferentes
genes implicados en la diferenciacién osteogénica, debido al escaso conocimiento de su
mecanismo de accion y a la falta de consenso sobre la dosis adecuada en el momento de su
aplicacién para la produccidn. de efectos terapéuticos. En el presente estudio encontramos
un aumento en la expresién del gen OSX y RUNX2 a los 14 dias debido al tratamiento con
Vitamina E y una reduccion a los 21 dias de tratamiento. Por su parte, la OCN aumenté a los
14 dias y se mantuvo elevada a los 21 dias de tratamiento. En el estudio realizado por Ahn
et al, se evaluaron 68 genes implicados en la osteogénesis y osteoclastogénesis durante la
diferenciacidon de células madre mesenquimales tratadas con Vitamina E, dentro de Jas
cuales se encontré RUNX2 y se determind un aumento de 1,5 veces en la expresidon de este
gen tras tratamiento con vitamina E, concluyendo que la vitamina E tiene un efecto positivo
en la expresién de genes de diferenciacion osteogénica en células madre mesenquimales
(Fujita, 2012). Por otro lado, Wan Hasan et al, determinaron que el tratamiento con un
derivado de Vitamina E inducia un aumento en la expresion de genes de diferenciacion
osteoblastica como OSX, COL1al, ALP y OCN, dependiendo del tiempo de tratamiento
(Wan, 2018).

Al combinar Vitamina D y E encontramos una reduccion de la proliferacion celular (49%)
mayor a la observada con tratamientos individuales y cambios morfoldgicos evidentes,
observandose células mas grandes y con mayores prolongaciones. Junto a estos resultados
encontramos un leve aumento en la formacién de nddulos de calcificacién cuando las dos
vitaminas se aplican simultdneamente, lo que se asocid a un aumento en la expresion de
genes marcadores de osteoblastogénesis como RUNX2, OSX, OCN, lo que puede sugerir una
sinergia y efecto no aditivo en la induccién de la diferenciacion osteoblastica en células
madre mesenquimales. No hay informes en la literatura sobre el efecto de la aplicacién
simultanea de vitamina D y E en las células mesenquimales. Hasta ahora, se han realizado
comparaciones de la vitamina Ay D en el estudio de Bosetti et al, quienes determinan que
las células similares a los osteoblastos pueden responder a estimulos que inducen la
diferenciacién en cualquier etapa de su vida; sin embargo, no evalldan el uso simultaneo de
las dos vitaminas (Curtis, 2014). Ademas, Gigante et al, encontraron en su estudio que la
vitamina K aplicada sola o en combinacién con vitamina D en las células madre
mesenquimales induce la diferenciacidn celular. La combinacidon de ambas vitaminas genera
un efecto sinérgico en la diferenciacién de estas células madre hacia osteoblastos (Posa,
2016).

35



12. CONCLUSIONES

1. Nuestros hallazgos sugieren que la vitamina D y E inducen la diferenciacion
osteoblastica de las células hDPSC evidenciada por la reduccién de la proliferacion
celular, cambios morfoldgicos, formacidn de nédulos de calcificaciéon y aumento en la
expresion de genes de diferenciacion como RUNX2, OSX, OCN.

2. El tratamiento simultdneo con vitamina D + E induce un efecto sinérgico en la
diferenciacidn hacia el linaje osteoblastico.
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