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RESUMEN

DETERMINACION DE LA HUELLA TRANSCRIPCIONAL DE MASTOCITOS
AISLADOS DE PULPA DENTAL HUMANA SANA Y CON RASGOS CLINICOS
DE INFLAMACION

Propdésito: Durante afios se ha relacionado a los mastocitos con procesos
alérgicos debido a su produccién de histamina y su papel en el shock
anafilactico, sin embargo, en la actualidad se sabe que los mastocitos
podrian realizar diferentes estrategias de degranulacion segun el
microambiente en el que residan. En la pulpa dental humana (hDP) ha
habido controversia sobre la presencia de esta célula, asi como su funcidn.
El objetivo de este estudio fue determinar los perfiles de mastocitos de
pulpa dental humana (hDPMC) en salud e inflamacién. Métodos: Estudio
de corte transversal con muestreo por conveniencia, en el que se
obtuvieron 77 hDP de sujetos sanos (n=34) y pacientes con pulpitis
irreversible (n=43), sin diferencias en la distribucién por sexo ni edad. Del
total de muestras obtenidas, para caracterizar e inmunolocalizar la
hDPMC se evaluaron 31 hDP (67.4%) por técnica inmunohistoquimica
(IHC), vy 9 hDP (19.6%) por citometria de flujo (FACs), utilizando
anticuerpos monoclonales frente a marcadores fenotipicos (FceRl, C-kit y
VCAM) y marcadores funcionales (Quimasa y Triptasa). Se obtuvo RNA
total proveniente de 6 (13.0%) muestras que fueron llevadas analisis
transcriptédmico usando tecnologia DNBSEQ-G400. El andlisis estadistico
descriptivo e inferencial se realizé usando IBM-SPSS V26 para Windows y
el andlisis bioinformatico usando el software CLC Genomics 23.0.3 de
Qiagen. Resultados: Para procesamiento por IHC las hDP sanas
presentaron un 37.5% de hDPMC triptasa+, y un 33.3% de este fenotipo
en pulpas dentales inflamadas (S-hDP), localizadas en regiones
perivasculares en las dos condiciones clinicas, y particularmente en la
porcidn radicular de la S-hDP. Aunque hubo una tendencia a la reduccion
de las MCs en S-hDPs, no se observaron diferencias significativas en los
conteos de hDPMC segln diagndstico (p=0.059). La evaluacion por FACs
demostro la presencia Unicamente hDPMC triptasa+ en todas las muestras
analizadas. Se observd una abundancia relativa media para triptasa de
45.1 + 26.4% en H-hDP y 47.5 + 15.2% en S-hDP, sin diferencias
significativas entre los dos diagndsticos (p=0.462). El andlisis
transcriptémico relacionado con los genes asociados a MCs en S-hDP
muestra una regulacidon negativa en la expresién de los genes que
codifican para quimasa, triptasa, y carboxipeptidasa A 3, con relacién a los
MCs de H-hDPs se evidencia una sobreexpresion del gen RGS13, el cual
codifica para la proteina con el mismo nombre la cual ha sido reportada
como una molécula antagonista de los procesos inflamatorios mediados
por la activacién del MC en las reacciones de hipersensibilidad, que se
comporta como un mecanismo supresor de las respuestas inflamatorias
en tejidos con rasgos clinicos de inflamacion pulpar. Conclusiéon: Los
resultados obtenidos permiten afirmar que el MC es una célula que se
encuentra presente tanto en S-hDPs como en H-hDP demostrando un
perfil fenotipico ctMC localizada en las regiones perivasculares y a nivel
radicular en tejidos inflamados, con una gran plasticidad de acuerdo a su
microambiente que le otorga no solamente cualidades proinflamatorias
sino también moduladoras.



ABSTRACT

EVALUATION OF MAST CELLS PROFILE IN HEALTHY HUMAN DENTAL
PULPS AND WITH CLINICAL SIGNS OF INFLAMMATION

Purpose: For years, mast cells have been associated with allergic
processes due to their production of histamine and their role in
anaphylactic shock. However, it is now known that mast cells could
perform different degranulation strategies depending on the
microenvironment in which they reside. In human dental pulp (hDP), there
has been controversy over the presence of this cell, as well as its function.
The aim of this study was to determine the profiles of mast cells in human
dental pulp in both health and inflammation (hDPMC). Methods: Cross-
sectional study with convenience sampling, in which 77 hDP were
obtained from healthy subjects (n=34) and patients with irreversible
pulpitis (n=43), with no differences in sex or age distribution. Of the total
samples obtained, 31 hDP (67.4%) were evaluated to characterize and
immunolocalize hDPMC using immunohistochemical (IHC) technique, and
9 hDP (19.6%) were evaluated using flow cytometry (FACs), using
monoclonal antibodies against phenotypic markers (FceRl, C-kit, and
VCAM) and functional markers (Chymase and Tryptase). Total RNA was
obtained from 6 (13.0%) samples and subjected to transcriptomic analysis
using DNBSEQ-G400 technology. Descriptive and inferential statistical
analysis was performed using IBM-SPSS V26 for Windows and
bioinformatic analysis was performed using CLC Genomics 23.0.3 software
from Qiagen. Results: For IHC processing, 16 healthy pulps (H-hDP) were
used, of which 37.5% showed positive reactivity for tryptase. In inflamed
dental pulps (S-hDP), a similar pattern of immunoreactivity was observed
with 33.3% positive staining for tryptase and additionally, 6.7%
immunoreactivity for FceRlI; topologically, these tryptase+ hDPMCs were
in perivascular regions, especially in the root portion. There were no
significant differences in hDPMC counts by diagnosis (p=0.059 by Chi2
test). FACs evaluation demonstrated positive reactivity only for tryptase
in all analyzed samples. A mean relative abundance of tryptase was
observed to be 45.1%%26.4% in H-hDP and 47.5%+15.2% in S-hDP, with
no significant differences between the two diagnoses (p=0.462 by Mann
Whitney U test, figure 7). The transcriptomic analysis related to the genes
associated with MCs in S-hDP shows a negative regulation in the
expression of the genes that encode for chymase, tryptase, and
carboxypeptidase A 3, in relation to the MCs of H-hDPs. There is evidence
of an overexpression of the RGS13 gene, which encodes for the protein
with the same name that has been reported as an antagonist molecule of
inflammatory processes mediated by MC activation in hypersensitivity
reactions, behaving as a suppressor mechanism of inflammatory
responses in tissues with clinical features of pulp inflammation.
Conclusion: The results obtained allow us to affirm that the MC is a cell
that is present both in S-hDPs and H-hDPs, demonstrating a phenotypic
profile of ctMC located in perivascular regions and at the root level in
inflamed tissues, with great plasticity according to its microenvironment
that not only gives it proinflammatory qualities but also modulatory ones



1. INTRODUCCION

La pulpa dental humana (hDP del inglés human dental pulp) es un tejido conectivo complejo que
brinda vitalidad y sensibilidad al diente. Este tejido se encuentra en lo que por afios se ha sefialado
como un ambiente poco favorecedor debido a que estd rodeado por la dentina y el esmalte dental
los cuales son tejidos rigidos y mineralizados. La pulpa junto con la dentina forman una unién
intima y vital para la fisiologia dental la cual se conoce como el complejo dentino-pulpar (Seltzer &

Bender 2012).

Takahashi K, en 1985 sefialé como el microambiente celular de la hDP se encuentra regulado por un
verdadero sistema microcirculatorio en el cual se pueden evidenciar las denominadas anastomosis
arterio venosas (AVA) las cuales conectan directamente una arteriola con una vénula, este sistema
es unico en el cuerpo humano, de alli la importancia de comprender los eventos patofisiolégicos
gue alteran las dinamicas en la regulacién del flujo sanguineo hacia el tejido pulpar debido a que
la consecuencia final de dichos eventos sera la inflamacidn pulpar de caracter irreversible (Takahashi

K, 1985).

Segun Singuck Kim, los eventos inflamatorios de la hPD inician cuando el agente lesivo sea este de
tipo fisico, quimico o bacteriano alcanza rangos nocivos lo suficientemente altos para activar a los
mastocitos haciendo que estos liberen histamina, serotonina y bradiquininas, estos mediadores
causaran vasodilatacidon en las arteriolas y filtracién de exudado al compartimento extracelular
generando asi edema; también habra liberacion de sustancia P a partir de las terminaciones
nerviosas de tipo C generando asi dolor e instaurando procesos focalizados de necrosis pulpar (Kim

S, 1990).

Durante mucho tiempo, la existencia de mastocitos (MC del inglés mast cells), en la pulpa dental
humana ha sido objeto de debate. Varios autores, como Wislocki y Sognhaes (1950), Zachrisson
(1970) y Walsh (2003), han negado su presencia en tejido pulpar sano. Por otro lado, otros estudios,
como el de Farnoush A (1984) y Dinakar et al (2018), indican que su presencia es escasa. Sin
embargo, resulta sorprendente la ausencia de estas células en dicho tejido, ya que, segin Kim, son

ellas las responsables de iniciar el proceso inflamatorio pulpar.



Es por esto que hoy dia, gracias al renovado interés en el estudio de esta célula y al desarrollo de
nuevas tecnologias para su identificacién como son los estudios de inmunohistoquimica (IHQ), los
cultivos celulares y los estudios de transcriptdomica, es posible obtener informacién veraz acerca del
comportamiento de esta célula en un tejido en particular. En 2005, Saito et al. dieron inicio al
proyecto de transcriptoma del MC humano y a partir de entonces se han podido dilucidar nuevo
roles para esta célula (Saito et al. 2001); hoy por hoy se sabe que el MC es una célula capaz de
acordar diferentes estrategias de degranulacién para lo cual evaltua las seifales presentes en el
microambiente celular con el fin de liberar los mediadores que puede tener almacenados
previamente o puede sintetizar de nuevo (Wernerson & Pejler, 2014), por lo anterior seria de gran
importancia entender a esta célula en el contexto de la hDP tanto en salud como en enfermedad
con el fin de en un futuro poder identificar nuevos blancos terapéuticos que propendan a la

preservacion de la salud pulpar.



2. MARCO TEORICO

2.1 Pulpa Dental

2.1.1. Componentes celulares

La hDP es un tejido conectivo Unico y complejo que aporta vitalidad y sensibilidad al diente. Este
tejido se encuentra alojado dentro de las paredes rigidas y mineralizadas de la estructura dental lo
cual hace que tenga un potencial de defensa y reparacién limitado. Tanto la hDP como la dentina
forman una unidn intima a la cual se le conoce como el complejo dentino-pulpar (Seltzer & Bender

2012).

El componente celular de la hDP consta de una poblacidon heterogénea dentro de la que se
encuentra una amplia variedad de poblaciones celulares siendo el odontoblasto aquella célula
determinante en la formacién de la dentina a través de la produccidn de colageno tipo I. Esta célula
tiene su origen en la cresta neural y de alli migra ubicdndose a nivel embrionario en la periferia de
la papila dental dando origen a lo que en futuro se conocera como la pulpa dental. El odontoblasto
posee una prolongacion citoplasmatica la cual va alojada dentro del tubulo dentinal y esta
caracteristica junto con el fluido dentinal y la terminacién nerviosa de tipo A delta del plexo nervioso

de Raschkow le confieren vitalidad y sensibilidad a la dentina (Seltzer & Bender 2012).

Ademas de los odontoblastos encontramos células como los fibroblastos quienes son los encargados
de la sintesis de la mayor parte de la matriz extracelular, estos fibroblastos constituyen uno de los
mayores componentes celulares derivandose de células mesenquimatosas indiferenciadas, ellos se
encuentran distribuidos por todo el tejido conectivo pulpar especialmente en la zona rica en células
de la pulpa coronal, también son abundantes en las pulpas jovenes y su nimero disminuye en la
medida que el tejido envejece (Seltzer & Bender 2012). Estas células se caracterizan por expresar
factores de crecimiento como lo son el TGF-B y la BMP los cuales pueden suprimir o potenciar la
actividad de fosfatasa alcalina y la expresion proteinas de la matriz de las otras células de la pulpa
(Nakashima et al. 1994). Otro de los componentes celulares de mayor importancia en la hDP son las
células madre que fueron descritas por Gronthos S. et al. en 2000, estas células poseen un amplio

poder de diferenciacion y plasticidad; asi mismo le confieren a la hDP su caracteristica de tipo



mucoide dado que semejan las condiciones micro ambientales del corddn umbilical (Gronthos S. et
al., 2000); su ubicacion es perivascular tanto en la pulpa central como en la zona rica en células y
morfoldgicamente son indistinguibles de los fibroblastos cuando se observan bajo el microscopio

de luz (Seltzer & Bender 2012).

Ademas de los componentes celulares anteriormente mencionados, en la pulpa dental humana sana
(H-hDP del inglés Healthy human dental Pulp) se encuentran células del sistema inmune como
macrofagos, linfocitos T, mastocitos, células plasmaticas y células dendriticas entre otras. Como ya
es conocido, éstas ultimas tienen la capacidad de responder frente a los estimulos sean estos
microbianos, quimicos, fisicos o mecanicos (Jontell M. et al., 1998). Las células dendriticas de la hDP
expresan MHC de clase Il y se caracterizan por formar una red de inmunovigilancia en la zona
subodontoblastica; algunas veces, los procesos citoplasmaticos de estas células pueden acompanar
a la prolongacion odontoblastica dentro del tubulo dentinal. De igual manera son abundantes en el
area perivascular donde ubican paralelamente a la célula endotelial, se considera que estas células
dendriticas, al igual que las que se encuentran en la epidermis y en el resto de tejidos son células

presentadoras de antigenos (Okiji T. et al. 1992).

En cuanto alos linfocitos en la pulpa dental, se puede afirmar que estos son similares a los linfocitos
de otras ubicaciones en el cuerpo humano; los linfocitos T son habitantes normales del tejido pulpar,
ellos por lo general se ubican en cercania a los vasos sanguineos en la porcién central de la pulpa.
Varios estudios de inmunohistoquimica han identificado un mayor nidmero de linfocitos T CD8.
Tanto los linfocitos B como las células plasmaticas raramente son encontrados en la H-hDP (lzumi T
et al. 1995). Ahora bien, los macréfagos pulpares son descritos como histiocitos y también se ubican
en cercania a los vasos sanguineos de la porcidn central de la pulpa, sus caracteristicas morfoldgicas
son muy diversas, aunque algunas células poseen prolongaciones de su membrana plasmatica lo

cual las hace lucir estrelladas (Seltzer & Bender 2012).

El componente extracelular se encuentra representado basicamente por proteinas coldgenas y no
colagenas (Struys et al. 2011). Dentro de las proteinas colagenas encontramos el colageno tipo |
(56,4%), tipo 11l (41%) y tipo V (2%); Shuttleworth y et al., reportaron la presencia de colageno tipo
VI y fibrilina. Dentro de las proteinas no colagenas se ha podido visualizar proteinas como la

fibronectina vy las sialoproteinas (Shuttleworth et al. 1992).



2.1.2 Componentes estructurales de la pulpa dental

Dentro de los componentes estructurales y de soporte encontramos que la hDP se encuentra
ricamente irrigada e inervada. El sistema micro circulatorio pulpar carece de arterias y venas, siendo
las arteriolas y las vénulas los vasos de mayor calibre conformado las llamadas anastomosis
arteriovenosas (AVA). La principal funcidon de este sistema microcirculatorio es la regulacion del
ambiente intersticial a través del transporte de nutrientes, hormonasy gases asi como la remocion
de los productos de desecho. También este sistema de irrigacidon es capaz de responder a las
agresiones alterando la filtracién capilar lo cual hace que se inicien las respuestas inmunoldgicas e

inflamatorias frente a la agresion (Takahashi 1985).

La hDP es un tejido densamente inervado. Las terminaciones nerviosas de la hDP son de dos tipos,
las fibras mielinicas A delta que conforman el plexo nervioso de Raschkow cuya ubicacion se
encuentra en la regidn sub-odontoblastica y son las responsables del dolor agudo, bien localizado y
de corta duracidn, algunas de estas fibras acompafian la prolongacién citoplasmatica del
odontoblasto dentro del tubulo dentinal dandole inervacion a la dentina. Por otro lado, estan las
fibras amielinicas de tipo C las cuales son las responsables de la percepcion del dolor sordo, de dificil
localizacién y prolongado en el tiempo, este tipo de fibras predominan en la porcién central de la
pulpa. Se sabe que muchas de estas terminaciones nerviosas son las responsables de la secrecion
de neuropéptidos los cuales sirven como sefiales paracrinas para otras células pulpares,
estimulando la inflamacion neurogénica y contribuyendo con la reparacién de los tejidos (Andreson

et al. 1970).

2.2. Fisiopatologia de la enfermedad pulpar

Los procesos inflamatorios dentro de la hDP no son muy diferentes de los procesos inflamatorios en
otros tejidos, lo Unico que los hace “especiales” es el hecho de que se dan en un ambiente “poco
favorecedor”. Cuando los estimulos fisicos, quimicos, mecanicos asi como los productos bacterianos
son lo suficientemente grandes para alcanzar un nivel nocivo se inicia una cascada de eventos con
la degranulacién de los MCYy se establece un infiltrado inflamatorio inicial constituido por linfocitos,

células plasmaticas y macréfagos. Esta respuesta inflamatoria pulpar involucra reacciones



vasculares, linfaticas y trastornos tisulares locales; se interrumpe el flujo de nutrientes, hay dafio en
las células y en este proceso se disminuye el umbral de excitabilidad de los nervios sensitivos (Kim
1990). La liberacidon de varios mediadores inflamatorios (histamina, quininas, prostaglandinas,
sustancia P y péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) es una de las responsables de
la generacion de dolor, se ha encontrado un aumento cuatro veces mayor de los niveles de
histamina a los 30 minutos de lesidon térmica, sugiriendo esto que la histamina juega un papel
determinante en los estadios iniciales de la inflamacidn, las plaquetas agregadas en los vasos liberan
serotonina la cual junto con el resto de los mediadores producird un estado de hiperalgesia sobre
los nociceptores pulpares, vale la pena resaltar que todo estimulo en la hDP es doloroso (Del Balso

AM et al. 1976).

Los neuropéptidos liberados de las terminaciones nerviosas inducen cambios en la microcirculaciéon
pulpar tales como vasodilatacidon y aumento de la permeabilidad vascular lo cual da como resultado
inflamacidn de tipo neurogénico. El tejido pulpar se edematiza porque hay filtracién de las proteinas
plasmaticas desde los vasos sanguineos hacia el intersticio, como consecuencia del edema en este
ambiente poco favorecedor de la hDP habrd un aumento en la presion del tejido causando asi
compresion de las vénulas y disminucidn en el flujo sanguineo. El estancamiento del flujo sanguineo
causard agregaciéon de los eritrocitos con aumento en la viscosidad sanguinea; habra hipoxia del
tejido lo cual repercutird de manera directa en el metabolismo celular local, causando necrosis (Yu
et al. 2007). La hDP también tiene la capacidad de limitar localmente la inflamacidn esta condicidon
se puede evidenciar al encontrar zonas de tejido normal cercanas a los sitios inflamados. Si se dan
las condiciones, la presién en el tejido hace que se abran vasos colaterales para que la sangre no
llegue al sitio de la inflamacidn, es decir que puede haber una derivacidn del flujo sanguineo hacia

otras zonas no inflamadas (Kim 1990).

Ahora bien, si el irritante o estimulo nocivo se inactiva o se elimina, el tejido de granulacidon
reemplaza al tejido inflamatorio y la dentina reparativa cubre el sitio de la lesién. En este punto
comienza a haber proliferacion de pequefos vasos sanguineos y de fibroblastos los cuales son
determinantes en la produccién de nueva matriz extracelular (Kim S, 1990). Lo contrario ocurre
cuando el dafio sobrepasa la capacidad de defensa de la hDP, como ya lo habiamos sefalado antes,

el flujo sanguineo cesa y como consecuencia el tejido pulpar se vuelve necrético; es en este



momento cuando los neutroéfilos llegan al sitio, liberan el contenido de sus lisosomas y degradan el

tejido (Kimberly et al. 1988, Stanley et.al 1998).

2.2. Mastocito o Célula Cebada

Uno de los componentes celulares de la hDP menos estudiado ha sido el MC o célula cebada. Esta
célula perteneciente al sistemainmune juega un papel crucial en los procesos inflamatorios. En afios
recientes ha habido un interés renovado por el estudio de los MCs debido al desarrollo de nuevas
técnicas que permiten su estudio en detalle como son el microscopio dptico, el microscopio
electrdnico, las técnicas de inmunohistoquimica, los cultivos celulares y la biologia molecular. Estas
células fueron descritas por primera vez por Paul Erhlich en 1878 (Ehrlich P, 1878) y en ese entonces
fueron identificadas como células cebadas debido al alto contenido de granulos de su citoplasma.
Estas células pertenecen tanto al sistema inmune innato, se originan en una célula madre
hematopoyética de la médula ésea la cual migra a los tejidos y alli se diferencia gracias a la accion
de algunas citocinas como la IL3 y a factores de crecimiento como el stem cell factor (producido por
los fibroblastos) presentes en el microambiente (Kitamura Y et.al1981). Los MCs son capaces de
hacer mitosis cuando el tejido se encuentra muy inflamado y esta capacidad se va perdiendo en la
medida que la célula va madurando, teniendo asi una vida media de aproximadamente 10 meses

(Combs JW et al. 1965).

Se ha demostrado que los MC expresan receptores tipo toll (TLRs) en su superficie, lo cual hace que
estas células actien como sensores bioldgicos de varios agentes infecciosos o sus productos. Estos
TLRs también regulan la respuesta inmune reconociendo sefales producidas endégenamente (por
ejemplo de células necrdticas o proteinas de choque térmico); ademas de expresar varios TLRs los
MCs tienen la capacidad de regular la migracion y la funcidén de otras células del sistema inmune
como los polimorfonucleares neutrofilos y las células dendriticas (Kumar V et al. 2010). Al secretar
el TNFa, el MC puede facilitar la migracién y la maduracion de las células dendriticas; el TNFa y los
aniones superoxido estimulan también el reclutamiento de los neutréfilos y tienen propiedades
antibacterianas. En el inicio de la infeccidn los MCs juegan un papel importante dado que transmiten
el mensaje acerca de la presencia de microorganismos a las otras células del sistema inmune
adaptativo, esta labor se ve facilitada al ubicarse en la interfase huésped-ambiente, muy cerca de
los vasos sanguineos, linfaticos y a las terminaciones nerviosas donde estan las células dendriticas;

es por esto que los MCs pueden ser clasificados como células inmunomoduladoras las cuales actian



como reguladores positivos y negativos de la respuesta inmune dependiendo del estado
inmunolégico del hospedador. De igual manera hay evidencia que los MCs participan en la sintesis
de colageno, en las reacciones inmunes de tipo alérgico, en la reparacion de los tejidos en tumores
y en la angiogénesis, siempre su funcién se vera influenciada por el microambiente en el que se
encuentran, esto da cuenta de la versatilidad y heterogeneidad propia de estas células (Kumar V et

al. 2010).

Los MCs se han clasificado en mastocitos de la mucosa (MMC del inglés mucosal mast cell) y
mastocitos de tejido conectivo (ctMC del inglés connective tissue mast cell) dependiendo de su
ubicacidén (Benditt EP. 1958); también se pueden clasificar de acuerdo a las proteasas que contienen,
hay MCs que llevan en su interior solamente triptasa, MCs que contienen solamente quimasas y
MCs que contienen triptasa, quimasa, carboxipeptidasa A y catepsina G; también contienen
granulos preformados en su citoplasma los cuales contienen en su mayoria heparina, histamina,
proteasas, condroitin sulfatos, TNF y péptidos antimicrobianos, mediadores lipidicos como
prostaglandinas, leucotrienos, factor activador de plaquetas y por Ultimo su estimulacién produce

y libera citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento y factores angiogénicos (Kitamura Y 1989).

Luego de un estimulo, usualmente estas células se degranulan ya sea por activacién de via IgE
(Ishizaka K et al. 1970) o por estimulo nervioso derivado de la sustancia P, el polipéptido intestinal
vasoactivo (VIP) y por la somatostatina, también ciertos estimulos fisicos (como la vibracién) logran
su activacion (Galli S. et.al. 2008). La mayoria de los productos liberados son considerados como
“proinflamatorios” ya que individualmente o en conjunto pueden iniciar caracteristicas de
inflamacidn aguda o crdnica, por ejemplo vasodilatacion, extravasacion plasmatica, reclutamiento
y activacidn de granulocitos, células T, células B, células dendriticas y monocitos. Estos productos
sintetizados y liberados por los MCs pueden promover cambios en los tejidos que se ven afectados
por las respuestas inflamatorias: degradacion o remodelacién de los componentes estructurales lo
cual a su vez puede asociarse con cambios en la funcién de los érganos. Los mediadores liberados
por los MCs en la degranulacidon permiten que la célula impacte en la homedstasis de los tejidos,
aumentando la permeabilidad vascular, la vasomotricidad y la remodelacidon. También la activacion

excesiva de los MC juega un papel crucial en la patogénesis de las alergias y los desérdenes

inflamatorios de 6rganos especificos (Galli S. et al. 2008).



Los MCs son capaces de acordar varias estrategias de degranulacidn, por lo tanto esta cualidad hace
gue se tenga la percepcidn que esta célula evalla las sefiales de la matriz extracelular y proporciona
respuestas adaptadas a cada sefial. Los receptores de superficie que perciben todos los ligandos de
diferentes composiciones bioquimicas y de origen bioldgico diferente inducen los diferentes
procesos de degranulacién permitiendo que los mastocitos adapten su respuesta segun el estimulo
advertido, por ejemplo cuando la célula es activada a través del receptor de alta afinidad de IgE
habra una degranulacidon masiva de granulos de histamina de gran tamaiio los cuales coalescen en
la medida en que son liberados y estos tendrdn accién prolongada y efectos a distancia. Por el
contrario si el receptor estimulado es el MRGPRX2 (receptor acoplado de proteina G), la célula
entendera esta sefial para hacer una liberacién regulada de granulos pequeiios que tendran efectos

localizados de vida corta (Espinosa E & Valitutti S. 2018).

De manera alterna, los MCs también estan en capacidad de liberar productos que contrarrestan las
respuestas inflamatorias como la IL10 y el TGF-B los cuales tienen propiedades antiinflamatorias y
pueden ser expresados y liberados bajo una estimulacién apropiada; es por esto que es dificil
predecir en una respuesta bioldgica en particular si el efecto del MC es promover o suprimir la
respuesta inflamatoria. Al tener este efecto regulador aumenta el interés en las areas clinicas acerca
de la posibilidad de utilizar farmacos inmunomoduladores en este perfil con fines

terapéuticos sobre el drea afectada (Galli S. et al. 2008).

2.3. Mastocito en la hDP (hDPMC del inglés human dental pulp mast cells)

En la actualidad existe la controversia acerca de la presencia de MCs en las hDP ya que hay diferentes
estudios que indican la ausencia absoluta o poca presencia en H-hDP (Wislocki GB & Sognaes S.
1950), asi como también su abundancia en pulpa dental humana inflamada (S-hDP del inglés
Swelling human dental Pulp). Los MCs son especialmente conocidos por su funcidn en trastornos de
hipersensibilidad, pero también han sido identificados en funciones inmunes participando en el
desarrollo de enfermedades autoinmunes o actuando como células efectoras en las respuestas
inmunitarias (Metz M et al. 2007). Por todo esto, en los ultimos afos se ha venido investigando,
(aun haciendo falta mas estudios que enfaticen en esta célula) la presenciay papel del hDPMCy su

relacidn con los diferentes procesos patolégicos de ésta.



De los primeros reportes que se tienen del hDPMC esta el articulo publicado por Wislockiy Sognnaes
en 1950 quienes estudiaron diferentes tejidos de mamiferos como de perro y mono, asi como
tejidos de enciay hDP, ellos concluyeron que la hDP practicamente carece de MCs contrario a lo
que se observa en el estroma del tejido gingival donde evidenciaron numerosas células de este tipo
(Wislocki GB & Sognaes S. 1950), Zachrisson B, en 1971 descartd la presencia de mastocitos en H-
hDP (Zachrisson B, 1971). También en el estudio de Jontell et al. en 1998, se negé la presencia de
los MCs y su posible papel en la patogenia de la enfermedad pulpar (Jontell M. et al. 1998). Sin
embargo, dados los avances tecnoldgicos en las pruebas de laboratorio y en las técnicas de
inmunohistoquimica, en los ultimos afios ha habido un creciente interés en esta célula y varios

estudios ha demostrado su presencia tanto en H-hDP como en S-hDP (Dinakar G. et al. 2018).

Como se menciond anteriormente, la hDP es un tejido conectivo y dado que los MCs son células de
origen hematopoyético que residen en los tejidos conectivos, es de esperarse que habiten también
el tejido pulpar. Farnoush A. en 1984, fue de los primeros investigadores en aislar e identificar
hDPMC, él atribuyd la ausencia de éstos en los estudios anteriores a las dificultades en la técnica
especificamente en los procesos de fijacidn y de tincidn; en su estudio Farnoush A., concluyd que se
encuentran mastocitos tanto en H-hDP como S-hDS, sin embargo, él no correlaciond el nimero de
hDPMC con el tipo y grado de respuesta inflamatoria. El autor, también afirmé que los MCs son unas
células muy sensibles a la técnica y cualquier manipulacién puede causar la ruptura de su membrana

plasmatica y su consiguiente degranulacién dificultado asi su evaluacidn (Farnoush A. 1984).

Dinakar G et al. en 2018 observaron mastocitos tanto en H-hDP como S-hDS, esto lo hicieron
mediante inmunohistoquimica con triptasa de los MC, (Dinakar G et al. 2018). Los MC pueden,
después de su activacidon por estimulos inmunoldgicos o no inmunoldgicos, liberar citocinas
proinflamatorias, mediadores inmunoreguladores potentes, aminas vasoactivas y enzimas que
podrian ser perjudiciales para la hDP debido a su inmenso aumento en la presidn tisular que se
presentaria como un dolor intolerable y que podria interferir con el mecanismo de defensa pulpar.
Por tanto se considera la ausencia o poca presencia de hDPMC como una forma de modular la
respuesta inflamatoria de la hDP, pues minimiza los aumentos en la presion del tejido al no haber
una degranulacion masiva que daria como resultado el reclutamiento de células inflamatorias,
vasodilatacién y asi, la necrosis o destruccién del tejido. Sin embargo, la baja presencia hDPMC

puede explicarse dado su comportamiento como parte de un leucocito residente como puede
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ocurrir en varios sitios de tejido conectivo en el organismo, por tanto, puede hallarse un infiltrado

de bajo grado de MCs asi como de otras células (Laurence J 2003, Bruno K. et al. 2010).

Por otro lado, los estudios que plantean la presencia de hDPMC en pulpa enferma, hacen énfasis
principalmente a la fase crénica de la inflamacidn y esto puede explicarse por distintos factores. Uno
de ellos son las citocinas derivadas por linfocitos T que influyen en la migracién y liberacién de los
MCs, lo cual a su vez facilita su degranulacién en respuesta a un estimulo; o por la sustancia P
encargada de controlar el flujo sanguineo durante la inflamacidn y que a su vez interactta con los
MCs para desencadenar su degranulacidon; otra explicacion se le atribuye a la conduccién de calor
hacia la hDP por la dentina cariada que también podria considerarse un factor para la activacion de
estas células en la S-hDP; o también, el papel de los microorganismos quienes con sus componentes
microbianos pueden desencadenar también su activacién. Por tanto la presencia en hDPMC en
pulpitis, es considerada como un factor importante para la regulacién de la patologia pulpar (Hahn

Ch et al. 2007).

2.4. Transcriptomica

El analisis de transcriptoma puede ser clasificado de dos maneras segun el enfoque: una es con el
propdsito de encontrar alguna molécula importante cuya funcién o estructura no haya sido descrita
y la otra es la comprensidon de todo el sistema que controla una célula determinada en un momento

particular (Saito y Okayama 2005).

El transcriptoma, puede ser definido como el conjunto total de especies de RNA que son transcriptos
en una célula especifica, en un tejido o en un dérgano en un momento determinado ya sea en
condiciones de normalidad o en procesos patoldgicos; en general el término transcriptoma se asocia
principalmente al RNA mensajero (Pietu et al. 1999). En la década de los 80, el Nothern Blot
Hibridization fue el primer método con el cual se analizaba la expresidn transcripcional génica, sin
embargo este método no podia ejecutarse a gran escala y por lo tanto no era considerado como un
verdadero transcriptoma (Assis A. et al. 2015). En la medida en que los genes fueron identificados,
se hicieron muchos esfuerzos para entender el control celular de la expresién génica. Los ultimos
avances en la tecnologia han permitido analizar la actividad de muchos genes tanto en las células
como en los tejidos haciendo énfasis en el nivel molecular. El transcriptoma se convirtié en el

método de eleccion de estos avances tecnoldgicos denominados “gendmica funcional” ya que este
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puede ser usado a gran escala y da una vision de lo que realmente esta sucediendo en una célula en
un momento especifico o en un proceso en particular (Botwell D. 1999). Los ensayos de DNA
permiten la medicidn cuantitativa y simultanea de la expresién del mRNA de miles de genes de una
muestra de una célula o de un tejido. La tecnologia se basa en la hibridizacidon de una poblacién de

RNA compleja y heterogénea obtenida de las células (Assis A. et al. 2015).

Como se ha sefalado en este documento, los MCs son células versatiles ya que cumplen diversas
funciones como son participar en las reacciones alérgicas, evocar la inflamaciéon de fase tardia
mediante la liberacidn de varias citoquinas que actuaran sobre los eosindfilos y las células T y
participar en la inmunidad innata. Mediante el analisis de transcriptdmica de MC en tejidos y en
sangre periférica se han podido identificar que estas células producen multiples citocinas a través
de latranscripcién de genes que inducen la inflamacién alérgica, dentro estas citocinas encontramos
el TNF alfa, el factor estimulante de colonias granulocito macréfago, la proteina inflamatoria del
macréfago 1-a, el péptido quimiotactico de monocitos, el FGF y varias interleucinas. (Saito et al

2001).

Saito et al en el 2001, seleccionaron 89 transcriptos presentes en MCs cultivados derivados de
sangre periférica y encontraron que el mRNA para triptasa, que es la proteina mas abundante en
esta célula, era el transcrito que se encontraba en mayor cantidad. Estos autores también
encontraron que otros genes mediadores que se cree son especificos de los MCs transcriben niveles
elevados de L-histidina decarboxilasa que es la responsable de la produccion de histamina, de
prostaglandina D2 sintetasa y de 15-hidroxi-prostaglandina deshidrogenasa que es la responsable

de producir prostaglandina D2, catepsina G, carboxipeptidasa A y quimasa (Saito et al 2001).

Dwyer et al en el 2016, encontraron que los MCs de diferentes tejidos comparten un grupo
transcripcional de 128 genes. También encontraron que estas células estan enriquecidas con las vias
metabdlicas requeridas para la generacidon de un amplio repertorio de mediadores preformados
como la histamina, la serotonina y el hepardn sulfato; asi mismo expresan los transcritos que
permiten la generacion rapida de eicosanoides, de citoquinas y quimiocinas. Los autores, también
encontraron que el mastocito expresa altos niveles de una variedad de enzimas fibrinoliticas y
fibrogénicas las cuales son las responsables del remodelado de los tejidos, asi como

metaloproteinasas de la matriz y sus inhibidores las cuales también juegan un papel en este
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remodelado. Segun lo que concluyen Dwyer et al. “los MCs son unas células extraordinariamente

I”

diferentes a nivel transcripcional” ya que su caracteristica central es tener una amplia variedad de
proteasas y de vias biosintéticas que le permiten generar un amplio repertorio de mediadores

(Dwyer et al 2016).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El componente celular de la hDP consta de una poblacidon heterogénea dentro de la que se
encuentra una amplia variedad de tipos celulares siendo el odontoblasto aquella célula
determinante en la formacién de la dentina, también hay fibroblastos los cuales constituyen una de
las mayores poblaciones celulares responsables de la sintesis de la matriz extracelular (Seltzer &
Bender 2012), células madre, descritas por Gronthos S. et al. en el 2000, las cuales son células que
tienen un amplio poder de diferenciacidn y plasticidad, ellas le confieren a la pulpa dental su
caracteristica de tipo mucoide debido a que semejan las condiciones del microambiente que se
encuentran en el corddn umbilical (Gronthos S. et al. 2000). Diferentes autores han referido que en
el tejido pulpar sano se pueden encontrar células del sistema inmune como macréfagos, linfocitos
T, células plasmaticas, células dendriticas y MC, las cuales podrian responder frente a los estimulos
sean estos microbianos, quimicos, fisicos o mecanicos (Jontell M. et al. ,1998), estos estimulos
representan las diferentes condiciones clinicas que causan pérdida de la integridad de los tejidos

duros del diente como la caries, las fracturas y las preparaciones cavitarias (Berhenholtz G. 1990).

Las bacterias provenientes de la cavidad oral, son otros de los elementos importantes asociados a
la respuesta inmune pulpar. Es importante destacar que esta respuesta puede iniciarse aun cuando
la pulpa no esté directamente expuesta (Bergenholtz et al. 1990). Algunos estudios han revelado
que las células que poseen la molécula clase Il del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC)
(macroéfagos, células dendriticas y mastocitos) responden pronta y activamente a la lesidon
dentinaria, iniciando una respuesta inmune al actuar como células presentadoras de antigeno

(Jontell M. et al. 1998).

Jontell M. et al. en 1998, propuso a la célula dendritica como la primera linea de defensa inmunitaria
implicada en el desarrollo de procesos inflamatorios en la pulpa dental humana dada su localizacidn
perivascular y paraodontoblastica (Jontel et al. ,1998); no obstante, el estudio de la inmunologia
actual ha demostrado el papel protagdnico del MC en enfermedades inflamatorias sistémicas y
locales (Metz M et al. 2007) mostrandolo como una piedra angular en la sinapsis neuroinmunoldgica

(Theoharides et al. 2017); de igual manera mediante los estudios de transcriptémica hechos por
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Saito et al en 2005 se demostrd que es una célula que demuestra plasticidad al expresar también

genes reguladores de la respuesta inmune inflamatoria (Saito et al 2005).

Los procesos inflamatorios dentro de la hDP no son muy diferentes de los procesos inflamatorios en
otros tejidos, lo Unico que los hace “especiales” es el hecho de que se dan en un ambiente “poco
favorable”. Esta inflamacidn es considerada de tipo neurogénico debido que al haber estimulaciéon
de las terminaciones nerviosas habrd liberacion de mediadores como la bradiquinina,
prostaglandinas y sustancia P las cuales actuaran en las paredes de los vasos sanguineos causando
vasodilatacién y aumento de la permeabilidad vascular, también habra liberacion de histamina y de
serotonina por parte de los mastocitos, produciendo asi ain mas extravasacion de fluidos al
intersticio celular (Kim et al., 1990). Al parecer el MC en la pulpa dental humana (hDPMC del inglés
human dental pulp mast cells) se localiza prdoximo a las fibras nerviosas y a los vasos sanguineos
(Cardamone C. et al., 2016) lo cual podria explicar su relacién con los cambios vasculares asociados

a los procesos inflamatorios en la hDP en estados patoldgicos y por qué no, en homeostasis.

En este mismo sentido Dinakar G. et al, mencionan que cuando la pulpa es estimulada, el proceso
inflamatorio estd mediado por productos del metabolismo del acido araquiddnico, sustancia P y
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) entre otras moléculas (Dinakar G. et al. 2018), las cuales
desde hace décadas han sido asociadas a la degranulacion de los mastocitos; estos mediadores
entonces serdn no solo liberados en el microambiente pulpar sino también al torrente sanguineo
conduciendo a la induccién del dolor y a cambios vasculares drdsticos, como aumento de la
permeabilidad, edema y migracién de polimorfonucleares neutrdfilos (PMN), células que sélo
aparecen en el escenario de la hDP en condiciones de enfermedad, lo que reduce la capacidad
regenerativa en este tejido conllevando incluso a la necrosis pulpar. (Dinakar G. et al. , Walsh et al.

2003, Freitas et al. 2007, Farnoush A. 1984, Prussin C & Metcalfe DD 2003).

Sabiendo su alta reactividad, pareceria incierta la funcién del hDPMC en la salud pulpar; sin
embargo, en la Gltima década se han evidenciado algunas cualidades reguladoras/homeostaticas de
estas células en otros tejidos (St John-Abraham 2013, Raveendran J et al. , 2017, EspinosaE &
Valitutti S. 2018). De igual manera, los MC tienen funcién inhibidora, esto puede tener multiples

propdsitos: restaurar la homeostasis después de la eliminacion del patégeno, prevenir el dafo
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tisular debido a una inflamacién prolongada o facilitar la reparacién del tejido. Estudios recientes
enfatizan el papel de los MC para mantener la tolerancia periférica o prevenir la inflamacidn
excesiva. Durante la infeccién de la vejiga, la respuesta proinflamatoria inicial de los MC a E. coli es
seguida por la produccién de citocinas inmunosupresoras tradicionales, incluida la IL-10, que
promueven la tolerancia en la vejiga. Debido a que IL-10 también promueve ciertos aspectos de la
regeneracién de tejidos, podria facilitar la curacién posterior a la infeccidn. Se cree que los MC
reducen las cicatrices durante el proceso de cicatrizacidon de heridas, al igual que IL-10 (St. John

2013).

Asi mismo, se ha descrito que esta célula presenta una alta plasticidad, caracteristica que le permite
plantear diferentes estrategias de degranulaciéon dandole capacidad para seleccionar patrones de
secrecién de sus granulos, de manera tal, que puede en determinados momentos favorecer la
homeodstasis y llevar la batuta en el proceso inflamatorio (Gaudenzio N et al. ,2016, Karhausen-
Abraham 2016). En la actualidad, no se conoce evidencia que demuestre la evaluaciéon de la
capacidad reguladora del MC pulpar, ni de algin posible patrén de degranulacién en este tejido por
lo que se desconoce su aporte tanto en salud como en enfermedad. Teniendo en cuenta su potencial
intervencién en la inflamacidon pero mas aun en la regulacidon de la misma, se hace necesario el
estudio funcional profundo a través de la huella transcripcional de éstas células, no sélo para
entender su biologia en la hDP, sino también para identificar nuevos blancos terapéuticos, de igual
manera se debe establecer si existen diferencias en el patrdn transcripcional del mastocito en HhDP

y con rasgos clinicos de inflamacion.
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4. JUSTIFICACION

Como ya se ha mencionado, la hDP es un tejido conectivo y dado que los mastocitos son células de
origen hematopoyético que residen en los tejidos conectivos, es de esperarse que habiten también
el tejido pulpar. Farnoush A. en 1984 fue de los primeros investigadores en aislar e identificar
mastocitos en hDP, él atribuyé la ausencia de estas células en los estudios anteriores a las
dificultades en la obtencidn de las mismas y en los procesos técnicos empleados para visualizarlas,
especificamente en los procesos de fijacidn y de tincién; en su estudio, Farnoush A. concluyé que
los mastocitos se encuentran presentes tanto en pulpas sanas como inflamadas; sin embargo él no
hizo una correlacion entre el numero de MCs hallados con el tipo y grado de respuesta inflamatoria

(Farnoush A. 1984).

Recientemente, mediante técnica de inmunohistoquimica Dinakar G. et al. en 2018 observaron MCs
tanto en H-hDP como en S-hDP; sin embargo, ellos no evaluaron el perfil de respuesta de ésta célula
en ninguna de las condiciones sefialadas (Dinakar G. et al. 2018). Los MCs pueden después de su
activacion por estimulos inmunolégicos o no inmunolégicos, liberar citocinas proinflamatorias,
mediadores, inmunoreguladores potentes, aminas vasoactivas y enzimas que podrian ser
perjudiciales para la pulpa debido a que ellos causan un aumento en la presion tisular lo cual se
traduce en un dolor intolerable que puede interferir con el mecanismo de reparacion pulpar (Bruno
K. et al., 2010). Algunos autores atribuyen la baja frecuencia de MCs en hDP a efectos regulatorios
y de control homeostatico (Laurence J. 2003, Bruno K. et al. 2010), sin embargo, no existe evidencia
de evaluacién de patrones de respuesta mastocitaria en este tejido. Asi mismo, los MCs son células
capaces de acordar varias modalidades de degranulacidn y esto hace que se tenga la percepcién
gue esta es una célula que vigila y evalua las sefiales de la matriz extracelular para asi adaptar las

respuestas a cada una de estas sefiales (Galli & Tsai, 2010).

Al hacer un andlisis de transcriptoma se tiene la capacidad de identificar la expresiéon de genes
asociados a moléculas cuya estructura y funcidn no ha sido descrita o también se pueden
comprender todos los mecanismos que controlan una célula determinada en un momento
particular (Assiz et al. 2008). Dado que hay muy poca informacién disponible acerca del MC en este
tejido, la busqueda de su huella transcripcional, podria dar razén de su alta plasticidad y en

consecuencia de las implicaciones funcionales de su presencia tanto en salud como en enfermedad.
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Asi mismo, en un futuro contribuiria a la definicién de blancos y terapéuticos encaminados a revertir

procesos inflamatorios y de dolor del diente.
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5. SITUACION ACTUAL

El MC es una célula que se origina a partir de una célula madre hematopoyética la cual migra a los
tejidos y alli como célula precursora se diferencia gracias a la accion de factores de crecimiento
como la IL3 y al stem cell factor (SCF) entre otros; es en los tejidos donde adquiere sus caracteristicas
fenotipicas (Kitamura Y et al. 1989). Los estudios de esta célula iniciaron en 1878 con su
descubrimiento por parte de Paul Erhlich quien la describié como una célula cebada la cual contenia
granulos metacromaticos en su interior los cuales podian ser visualizados gracias a la tincidn con
azul de tolouidina. A partir de entonces la investigacidon del MC ha llevado su curso a través de los
anos, sin embargo, en los ultimos 30 afios ha habido un interés renovado en su estudio dado al
desarrollo de nuevas tecnologias como los son el microscopio 6ptico, el microscopio electrdnico, las
técnicas de inmunohistoquimica junto con el desarrollo de agentes fijadores indicados para estas
células, técnicas de biologia molecular y cultivos celulares lo que ha hecho que se tenga un

conocimiento acerca de su gran versatilidad y heterogeneidad (Yong 1997).

De los primeros reportes que se tienen del hDPMC esta el articulo publicado por Wislockiy Sognnaes
en 1950 (Wislocki & Sognaes, 1950) quienes estudiaron diferentes tejidos de mamiferos incluidos la
encia y la humana, ellos concluyeron que la pulpa practicamente carece de MCs contrario a lo que
se observa en el estroma del tejido gingival donde evidenciaron numerosas células de este tipo.
Dockrill T. en 1961, haciendo un estudio sobre cadaveres y tejidos post mortem afirmo que el tejido
pulpar sano carecia de mastocitos, sin embargo, estos podrian ser identificados en tejidos
inflamados como lo eran las hiperplasias pulpares (Dockrill T. 1961). Sulzman en 1966 identificd

mastocitos en tejido pulpar sano de perros (Sulzman 1966).

En 1971 Zachrisson B, sefiald la controversia que existia en cuanto a la presencia o ausencia de MCs
en H-hDP y que esta ausencia en lugar de ser algo normal parecia mas bien ser una situacién
andmala, ya que esta célula es habitante usual del resto de los tejidos conectivos. Los autores no
encontraron hDPMC en muestras de tejido sano, sin embargo, en S-hDP lograron visualizar unos
pocos en cercania a los vasos sanguineos. Zachrisson B., fue uno de los primeros en dar cuenta de
las dificultades técnicas para la demostracion histoldgica de estas células, sin embargo, con el uso

de la seccién longitudinal del diente con la extraccion del tejido pulpar atraumatica se fueron
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mejorando estas dificultades haciendo que a partir de entonces los estudios y la visualizacion de las
células en H-hDP y S-hDP fuera evolucionando (Zachrisson B. 1971). Miller G. et al. en 1978,
tomaron pulpas de dientes cariados de la clinica de endodoncia y H-hDP de dientes extraidos con
fines ortoddnticos, las procesaron vy tifieron con tincién de Luna y azul de tolouidina, y fueron
observadas bajo el microscopio de luz. Los autores, no pudieron observar MC en H-hDP, sin
embargo, identificaron MCs en las S-hDP aunque no pudieron correlacionar la cantidad de éstas
células con el numero y tipos de las demas células inflamatorias. Igualmente, los autores sefialaron
gue los MCs son muy sensibles a cualquier manipulacién ya que ésta puede causar la ruptura de la
membrana plasmatica con su consiguiente degranulacién, en este punto el MC no puede ser

reconocido microscépicamente (Miller G. et al. 1978).

Farnoush A. en 1984, evalué H-hDP y S-hDP empleando las técnicas depuradas y reportadas por él
en 1975. En este estudio, se tomaron muestras de hDP a partir de 10 dientes permanentes libres de
caries que fueron extraidos con fines ortoddnticos y 10 molares temporales con caries extensas
extraidos por tener pulpitis y no ser restaurables. Las pulpas fueron removidas mediante
seccionamiento longitudinal del diente con el menor trauma posible y fueron procesadas siguiendo
la técnica descrita por él. Los MCs fueron observados tanto en las S-hDP como en las no inflamadas.
No se evidencié degranulacién de las células en las pulpas sanas y estas se encontraban localizadas
cerca de los vasos sanguineos. Los autores también reportan MCs en las S-hDP, varios de ellos
demostraban signos de degranulaciéon lo cual se podia determinar porque los granulos se
encontraban por fuera de las membranas celulares, no se pudo establecer el papel y la funciéon del
mastocito en el tejido pulpar. Farnoush A. también atribuyd los resultados contradictorios en cuanto
a la presencia o ausencia de hDPMC en en tejidos sanos a las dificultades técnicas en el
procesamiento (Farnoush A. 1984). En 1991 Kaminer et al. , lograron detectar mediante
inmunohistoquimica y microscopia electrdnica las proteasas de los granulos de los mastocitos

dandole asi visibilidad a lo que anteriormente podia eludir su deteccién (Kaminer et al. 1990).

En 2007 Freitas et al., indicaron que habia un creciente interés por las posibles interacciones entre
los MCs y otros componentes de la respuesta inmune en la modulacion de los eventos humorales y
celulares de la defensa del hospedador contra los agentes infecciosos. Para este estudio, tomaron
muestras de dientes permanentes extraidos con fines ortoddnticos y muestras de tejidos inflamados

embebidas en parafina del archivo del laboratorio de patologia, estas muestras eran de dientes
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permanentes con pélipos pulpares, a las cuales se les analizé por técnica inmunohistoquimica (IHC
del inglés immunohistochemistry) por peroxidasa. En este estudio, Unicamente se encontraron
mastocitos en las muestras de pélipos pulpares y no se encontraron mastocitos en las muestras de
pulpa no inflamada contradiciendo asi los hallazgos de Farnoush A. Ellos concluyeron a partir de sus
resultados que la ausencia de mastocitos en pulpas no inflamadas o en los procesos iniciales de la
inflamacidn, demuestra que no hay un fendmeno celular mediado por estas células (Freitas et al.

2007).

Karapanou et al. en 2009, sefialan en su investigacidn acerca de la red oral neuroinmune que es muy
probable que la pulpa contenga mastocitos inmaduros, los cuales no pueden ser identificados
mediante las tinciones convencionales, cabe recordar que los mastocitos se originan en la médula
dsea y migran a los tejidos donde maduran bajo la influencia del microambiente. Los autores
indicaron que hay una reciprocidad entre los nervios y los MCs en la regulacién del fluido intersticial
de la pulpa, afirman que estas células estan involucradas en diferentes tipos de reacciones tanto
protectoras como destructoras ya que tienen la capacidad de expresar un perfil de inmunidad
innata, de estar presentes en la respuesta inflamatoria inicial o de fomentar que la inflamacidn
aguda pase a inflamacién crénica; también se comunican con las fibras nerviosas sensitivas y

simpaticas modulando la actividad dolorosa (Karapanou et al. 2009).

Por ultimo, en el estudio mas reciente hecho por Dinakar G. et al en 2018 se cuantificaron mastocitos
en pulpas inflamadas y no inflamadas mediante técnica inmunohistoquimica utilizando anticuerpos
anti-triptasa del mastocito. Ellos observaron mastocitos en pulpas inflamadas y no inflamadas,
notando un aumento significativo de las células en los tejidos inflamados. También afirman que el
método de IHC es superior a la tincién con azul de tolouidina el cual no es especifico y puede
también tefiir a los macréfagos. En sus conclusiones, los autores afirman que los MCs pueden actuar
como células protectoras o como células destructoras ya que regulan la remodelacién y la

destruccién del tejido conectivo pulpar en la inflamacién (Dinakar G. et al. 2018).

Es evidente que hasta el momento el papel del mastocito en la hDP no es claro, y no esta bien
definido, ya que las dificultades técnicas han obstaculizado su dilucidacién. Sin embargo, con el
desarrollo de las nuevas técnicas de secuenciacién de RNA (RNA-seq) y las bases de datos para el

anadlisis de genes, es posible tener un acercamiento detallado al estado transcripcional de los
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mastocitos tanto en las condiciones de salud como de enfermedad de la hDP, y con esto esbozar su
funcién en estas diferentes condiciones. La utilidad del andlisis del transcriptoma de los mastocitos
ya se ha puesto en evidencia en otras patologias como el cancer de colon, donde los investigadores
lograron identificar potenciales mecanismos por medio de los cuales las células de cancer de colon
condicionan a los MCs para que estos adopten una funciéon tumorogénica en las fases iniciales de la
patologia (Yu Y 2019). De forma similar, la identificacion de la huella transcripcional de los
mastocitos en la hDP permitird tener una mejor comprension de su biologia en este tejido y de su
papel en la salud y en la enfermedad pulpar, y con esto la posibilidad de identificar nuevos blancos

terapéuticos en los procesos de inflamacion y dolor endoddntico.
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6. OBIJETIVO

6.1. OBIJETIVO PRINCIPAL

Determinar el perfil mastocitario en pulpa dental humana sanay con signos clinicos de inflamacioén.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar el fenotipo celular mastocitario asociado a la pulpa dental humana con vy sin rasgos

clinicos de inflamacion

2. Caracterizar el patrén funcional mastocitario asociado a la pulpa dental humana en condiciones

de salud y sin rasgos clinicos de inflamacion

3. Evaluar el perfil transcripcional diferencial entre pulpa inflamada vs. Pulpa sana

4. Evaluar el perfil transcripcional de mastocitos aislados de pulpa dental humana sana e inflamada
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7. METODOLOGIA

7.1. Tipo de estudio
Estudio descriptivo de corte transversal

7.2. Poblacion y muestra

La poblacion de referencia fueron pacientes sistémicamente sanos. Se tomaron 34 muestras de
pulpas de dientes sanos (terceros molares superiores incluidos con indicacidon de exodoncia) y 43
pulpas de dientes con diagndstico de pulpitis irreversible asintomdtica donde el tratamiento
endoddntico era la Unica opcidn terapéutica. Todos los pacientes cumplieron con los criterios de
inclusidn. Las muestras de pulpa sana fueron obtenidas de pacientes que asistieron para exodoncia
de terceros molares con fines ortoddnticos a la clinica odontolégica de la facultad de odontologia
de la Universidad El Bosque. Las muestras correspondientes a pulpa inflamada fueron obtenidas de
pacientes que asistieron a la consulta privada de uno de los investigadores (Marcela Moreno M,

especialista en endodoncia).

Como criterios de inclusidn se tuvo en cuenta que los pacientes fueran sistémicamente sanos, que
tuvieran un diagndstico clinico de pulpitis irreversible asintomatica, pacientes con indicacién de
exodoncia de terceros molares superiores con fines ortoddnticos, que no manifestaran consumo
cronico de alcohol o tabaco ni consumo de AINES 36 horas previas a la toma de la muestra ni
antibidticos en los ultimos tres meses. Dentro de los criterios de exclusidn se tuvo en cuenta que el
diagndstico de inflamacidn pulpar no fuera diferente al establecido previamente, terceros molares
inferiores incluidos, paciente con consumo manifiesto de alcohol y tabaco, consumo de AINES y

antibidticos en los ultimos tres dias o tres meses respectivamente.

Antes de la obtencion de las muestras, los participantes fueron informados acerca del objetivo del
estudio y firmaron un consentimiento informado previamente revisado por el comité de Etica de la
Universidad El Bosque. Treinta y un muestras fueron procesadas mediante técnica histoldgica
convencional y/o técnica de inmunohistoquimica, 23 muestras fueron procesadas por citometria

de flujoy 23 muestras fueron tomadas para estudio de transcriptémica.
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7.3. Materiales y métodos

Este estudio cuenta con el aval ético y técnico de la Vicerrectoria de Investigaciones de la
Universidad El Bosque PCI-2019-10765. Cada paciente fue informado acerca del propdsito del
estudio y dio su aprobacion para la participaciéon en este mediante la firma del consentimiento

informado.

Muestras de tejido pulpar

Las muestras de H-hDP (n=34) fueron recolectadas de terceros molares superiores incluidos los
cuales debian ser extraidos por indicacidon ortoddntica. Una vez realizada la exodoncia, el molar fue
lavado con solucion salina estéril y se procedié a hacer un corte con fresa Zekrya (Denstsply,
Maillefer) y pieza de mano a alta velocidad bajo irrigacién constante a nivel de la unién esmalte—
cemento a lo largo de toda la circunferencia de la corona del diente, los dos fragmentos fueron
separados con un elevador y el tejido pulpar fue obtenido mediante cucharilla endoddntica, se tuvo
especial cuidado en este paso para minimizar el trauma mecanico al tejido. Posteriormente el tejido
fue llevado a un vial que contenia 1 mL de paraformaldehido (PFA) al 4% y almacenado a 42C hasta

Su procesamiento.

Las muestras de S-hDP (n=43) fueron tomadas de dientes con diagndstico de pulpitis irreversible
asintomatica los cuales requerian endodoncia como parte de su tratamiento. Con este fin el
paciente fue anestesiado, el diente a ser tratado fue aislado con tela de caucho, se hizo una limpieza
de la porcién coronal con solucién salina estéril y se establecié la cavidad de acceso endoddntico.
Posteriormente se introdujo una lima K 0.10 (Denstply, Maillefer) haciendo movimiento de patencia
con el fin de desprender el tejido pulpar de las paredes del conducto radicular, luego se tomd una
lima K 0.15 6 0.20 (Dentsply, Maillefer) y con movimiento de 3602 y traccion el tejido pulpar
inflamado fue retirado y almacenado en un vial que contenia 1 mL de PFA al 4%, todas las muestras

fueron almacenadas a 42C hasta su procesamiento.

Treinta y un muestras de tejido (16 sanas y 15 inflamadas) fueron deshidratadas en etanol,

sumergidas en xilol y embebidas en bloques de parafina. De cada muestra se hicieron cortes en
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micrétomo de 4 um de grosor los cuales fueron tefiidos con hematoxilina eosina (HE). Las muestras

fueron evaluadas con microscopia de luz para determinar la organizacidn y celularidad de los tejidos.

Inmunohistoquimica

Se tomaron cortes a profundidad de 4 um de grosor a partir de los bloques de parafina, estos cortes
fueron colocados sobre laminas portaobjetos de maxima adherencia (Fisherbrand™ Full-Frosted
Cytology Microscope Slide). Las muestras fueron desparafinadas en xilol y rehidratadas con etanol
en concentraciones decrecientes (100-75%). Seguidamente se realizd desenmascaramiento de
antigenos en buffer citrato 10mM pH 6.0 a 952C durante 45 minutos, desgaste de la peroxidasa
enddégena con H,0; al 5% por 20 minutos, permeabilizacién y bloqueo con suero de cabra al 10% en
PBS-Tween durante 20 minutos. Posteriormente se procedié con el inmunomarcaje usando
anticuerpo primario MAb de ratdn anti triptasa 1/100, anti quimasa 1/100, anti FceRIl 1/100, c-kit
1/400 o VCAM 1/200. Preparados en PBS-BSA 1% y se dejaron en incubacién overnight a 42 C. Luego
de lavarse de manera abundante con PBS se adiciond un anticuerpo secundario anti-IgG conjugado
con biotina y se incubd durante una hora a 372C. Finalmente se hizo revelado con DAB
(diaminobencidina) la cudl fue preparada inmediatamente antes de llevarla a los tejidos, se detuvo
la reaccidn con agua destilada y se hizo tincién de contraste con hematoxilina. Las muestras fueron

analizadas mediante el uso de un microscopio de luz Nikon E100.

Citometria de flujo

Las muestras de pulpa (n=23) para citometria de flujo fueron recolectadas siguiendo el protocolo de
particién longitudinal del diente y mediante lima Flexofile Maillefer® No. 15 en 300 pl de Tranfix®,
estas muestras fueron transportadas en nevera y procesadas en las siguientes 2-3 horas.
Inicialmente se disgregd el tejido empleando hoja de bisturi No. 15, posteriormente fue llevado a
tres ciclos de 5 minutos en Medimachine en Medicons de 50um, posteriormente se hizo lavado con
PBS y se centrifugd a 200 g durante 5 minutos, se retird el sobrenadante. Las muestras fueron
pasadas a través de filtro Filcon de 70 um y fueron centrifugadas de nuevo, se retiré el sobrenadante
y se hizo verificacidon del pellet. Se realizd conteo celular en cdmara de Neubauer, se ajustd a
1’000.000 de células/mL las cuales fueron marcadas con mix de anticuerpos de la siguiente manera:
anti-triptasa- APC 1/1000 (MyBiosource, USA), anti-quimasa- PE 1/1000 (MyBiosource, USA), y anti
CD117-FITC 1/100 (Biolegend, USA) y se incubaron a 42C durante 30 minutos. Se adquirieron 15.000
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eventos/muestra en el citdmetro de flujo BD Accuriy los datos se analizaron en el software FlowlJo

V10.

Transcriptomica

Las muestras para transcriptémica (n=23) fueron adquiridas de H-hDP siguiendo el protocolo de
particion longitudinal del diente y las muestras de pulpa inflamada fueron recolectadas mediante
lima Flexofile Maillefer®, los tejidos fueron llevados a tubo que contenia 300 ul de RNA Lysis Buffer
del kit Zymo Research y fueron almacenados a -42C. Posteriormente se realizé extraccién de RNA
siguiendo indicaciones del kit, la calidad del RNA fue analizada mediante el equipo Agilent
TapeStation 4200. EI RNA obtenido fue almacenado a -202C en agua libre de RNAsas. Las muestras
fueron enviadas al laboratorio Gencell de la ciudad de Bogot4d, siguiendo el protocolo de cadena de

frio.

7.4. Hipétesis de estudio

¢Existen diferencias en el patrén transcripcional del mastocito en pulpa dental humana sana y con

rasgos clinicos de inflamacién?

7.5. Plan de tabulacion y analisis de datos

Las variables sociodemograficas y las derivadas de los resultados de la evaluacion del fenotipo
celular fueron registradas en una tabla de Excel y procesadas mediante el paquete estadistico IBM-
SPSS V26 para Windows. Se realizé analisis descriptivo por frecuencias y medidas de tendencia
central. Se realizd la comparacién de presencia de mastocitos y/o su expresion entre las dos
condiciones clinicas evaluadas mediante Chi2 y prueba U de Mann Whitney. El analisis
bioinformatico fue realizado mediante el uso del software CLC Genomics de Quiagen 23.0.3 y se
emplearon las plataformas de relacionamiento y graficacion disponibles online: Innate DB,

Metascape, String y Network Analyst.
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8. CONSIDERACIONES ETICAS

8.1. Sustento legal

Este estudio cuenta con aval ético del Comité de ética de la Universidad El bosque, 12/05/2020 acta

No. 0112020.

Este estudio se contempla en el marco de la ley 23 de 1981, ley de ética médica, y se rige bajo los
preceptos de respeto a los pacientes sujetos del estudio, protegiendo su integridad, dignidad sus
derechos, bienestar y la confidencialidad de los datos que sean extraidos de sus historias clinicas,
asi como se respetaran los derechos de propiedad intelectual de sus autores y segun lo estipulado
en la norma. Segun Belmont y las pautas de CIOMS y la normatividad colombiana establecida por
la 8430 de 1993 por la que se establecen las normas cientificas técnicas y administrativas para la
investigacion en salud y para este caso en particular, la proteccién de datos clinicos derivados de la
historia clinica reglamentada por la resolucion 1995 de 1999 y la ley estatutaria de HABEAS data
1581 de 2012 por la cual se dictan las disposiciones generales para la proteccion de datos personales
sancionada mediante la ley 1581 de 2012 y reglamentada por el decreto 1377 de 2013 que regula

el manejo de datos sensibles.

Por lo anteriormente mencionado, este estudio no se inicié hasta que se contd con la aprobacién
por parte del comité Institucional de Etica de la Universidad El Bosque y se siguieron las normas
legales y protocolos establecidos por dicho comité. El proyecto describe una investigacion cientifica
en sujetos humanos con un riesgo minimo que estara sujeto a las disposiciones vigentes presentes
en la resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia. Esta investigacidn tuvo en
cuenta los articulos a los que hace alusidn dicha resolucidn en el capitulo | de los aspectos éticos de
lainvestigacion en humanos y por las caracteristicas del estudio que lo clasifica como riesgo minimo,

todo participante firmé un consentimiento informado antes de iniciar el estudio.
Para proteger los derechos de los sujetos de estudio: El consentimiento informado fue explicado en

todos sus apartes hasta que el sujeto comprendié toda la informacién contenida en el mismo. (Ver

anexo 1)
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9. RESULTADOS

Para este estudio fueron obtenidas 77 hDP provenientes de individuos sistémicamente sanos, 34
(44.2%) sanas y 43 (55.8%) con rasgos clinicos de inflamacién. El 54.5% provenientes de hombres y
45.5% con un promedio de edad de 32.7+13.6, sin embargo, la distribucién por sexo y edad no

mostré diferencias significativas entre los grupos devaluacién.

Del total de muestras obtenidas, 31 (40.3%) fueron procesadas por técnica IHC, 23 (29.9%) por
citometria de flujo y 23 (29.9%) fueron llevadas analisis de transcriptoma por RNASeq. No obstante,
de las muestras obtenidas para el procesamiento por FACs, solamente fue posible obtener conteos
celulares 6ptimos en 9/23 (39.13%); asi mismo, solamente el 6/23 (26.1%) presentaron una calidad
suficiente y de éptima calidad de RNA para ser procesadas para el andlisis de transcriptoma, Ver

figura 1.

Analized
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Figura 1. Distribucién de la muestra obtenida segun tipo de método utilizado, se comparan
procesamientos por IHC, citometria de flujo y secuenciacién de RNA, las barras grises representan
la totalidad de muestras analizadas, las barras negras aquellas muestras que no fueron aptas para
estudio.
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9.1. Resultados histolégicos y evaluacion por inmunohistoquimica (IHC)

Para procesamiento por técnica inmunohistoquimica fueron obtenidas 31 hDP, 16 (51.6%) sanas y
15 (48.4%) con rasgos clinicos inflamacidn. Todas las muestras fueron fijadas con paraformaldehido
al 4% e incluidas en bloques de parafina por un histotecndlogo experto, para la evaluacion

histolégica y su posterior procesamiento por IHC.

Observaciones por microscopia de luz
Pulpas sanas

En los diferentes cortes de tejidos tefiidos con hematoxilina eosina se puede apreciar un tejido
conectivo areolar laxo donde predominan las fibras colagenas, hay presencia de gran cantidad de
capilares sanguineos de diferentes calibres y filetes nerviosos, la mayoria de las veces asociados a
dichos capilares; también se evidencia homogeneidad entre los componentes fibrosos, celulares y
de sustancia fundamental. La capa de células odontoblasticas se encuentra ubicada en la zona
periférica del tejido demostrando la organizacion y polaridad celular clasica de ella que es descrita

como en empalizada. No hay evidencia de focos celulares que indiquen proceso inflamatorio (ver

figura 2).
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Figura 2. Pulpa dental sana H&E, 40X. Se observa capa de odontoblastos de polaridad adecuada
(flecha roja), capilares sanguineos (flecha negra) y fibras colagenas.
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Pulpas inflamadas

Los diferentes cortes de S-hDPs demuestran un tejido conectivo edematizado que ha perdido sus
caracteristicas originales, las fibras coldgenas se encuentran fibréticas y en algunos casos
interrumpidas. Hay dilatacién y proliferaciéon de capilares sanguineos junto con congestion de los
mismos. El infiltrado inflamatorio presente en la mayoria de las muestras es de tipo crénico con
predominio de linfocitos; sin embargo, también se evidencia la presencia de plasmocitos vy
polimorfonuclares neutréfilos. En algunas de las muestras se puede observar degradacién del tejido
y formacién de microabscesos compatible con procesos necréticos focalizados (Figura 3 A). Hay falta
de continuidad y de organizacién en la capa odontobldstica lo cual nos habla de la intensidad del
proceso inflamatorio. Como hallazgo adicional, se pudo apreciar la presencia de zonas de
mineralizacion en las porciones tanto radiculares como centrales de la pulpa, algunas en forma de
nddulos mineralizados y otras como mineralizacién difusa del tejido. Dichas calcificaciones pueden

ser el resultado de un proceso reactivo a la inflamacion (ver figura 3B).

Figura 3. A. Pulpa Inflamada H&E, 10X. Se observa infiltrado inflamatorio de tipo crénico, la capa
odontoblastica ha perdido polaridad (flecha negra). B. Pulpa Inflamada 10X. Se observa Infiltrado
inflamatorio, formacién de microabscesos (flecha roja), calcificaciones reactivas (flecha negra).

Evaluacion Inmunohistoquimica (IHC)

De las 16 H-hDPs no se observd reactividad positiva para los marcadores evaluados excepto para la
triptasa, la cual mostré un inmunomarcaje positivo en el 37.5% de las muestras. De manera similar,
en los tejidos inflamados, se pudo observar un 33.3% de marcaje positivo para triptasa y un 6.7%
para FceRl y una reaccién negativa para los otros tres marcadores evaluados. Los hallazgos

microscopicos, mostraron algunos rasgos histolégicos de degranulacidn en el tejido circundante y
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cuya localizacién fue preferentemente perivascular tanto en H-hDPs como en S-hDPs. Igualmente,
se observé que en S-hDPs las células triptasa+ se localizaron preponderantemente en la porcién
radicular de la pulpa. Asi mismo, pudieron observarse algunas células dentro de capilares

sanguineos ( figura 4).
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Figura 4. A. IHC anti-triptasa — H-hDPs 40X. La flecha negra sefiala célula positiva para triptasa con
aparente degranulacidn, la flecha roja sefiala capilar sanguineo. B. IHC anti-triptasa 40X — La flecha
negra sefiala célula positiva para triptasa dentro del capilar sanguineo H-hDPs. C. IHC anti-triptasa —
S-hDPs 40X. La flecha sefiala una hDPMC positiva para triptasa. D. IHC anti-triptasa — S-hDPs 40X. La
flecha muestra una hDPMC triptasa positiva en la porcidn radicular de la pulpa.

Como hallazgo particular, se observaron células FceRI+ en un paciente con pulpitis irreversible. No
obstante, su presencia no se evidencié acompafiada de células triptasa positivas en los cortes

histoldgicos de este mismo paciente lo que sugiere la presencia de basofilos.

Los resultados confirman la presencia de ctMC tanto en H-hDPs como en pulpa dental con rasgos

clinicos de inflamacién, fenotipo que se ha descrito por presentar la reactividad positiva Unicamente
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para triptasa. La distribucidon seguin diagndstico demuestra una tendencia a presentar menores

proporciones de estas células en las S-hDPs (p=0.059 Chi cuadrado, Ver figura 5).

Tryptase

W egative
W Positive

Count

=)

H-hDP 3-hDP

Diagnosis

Figura 5. Comparacion de la abundancia relativa de hDPMCs Triptasa+ en biopsias de tejido pulpar
sano y con rasgos clinicos de inflamacidn analizadas mediante técnica de IHC.

9.2. Evaluacién del fenotipo mastocitario por Citometria de flujo

Para procesamiento por citometria de flujo fueron obtenidas 23 hDP, 10 (43.5%) sanas y 13 (56.5%)
con rasgos clinicos inflamaciéon. Todas las muestras fueron procesadas mecdnicamente,
homogenizadas y ajustadas a un millén de células por mL, con un porcentaje de viabilidad mayor a
90%. Dada la baja frecuencia de células sugestivas de MCs, fueron reclutados los eventos por
funcién de tiempo en un periodo de un minuto con flujo medio, obteniendo un nimero de eventos
aproximado de 15.000. Se establecié un gate de adquisicidn para singletes triptasa+, sobre la cual
se evalud la co-expresion de quimasa, c-kit y FCERI. En concordancia con los resultados obtenidos
por técnica IHC, todas las pulpas dentales procesadas por FACs mostraron reactividad positiva para
el triptasa y fueron negativas para los otros marcadores evaluados, sugiriendo un fenotipo de ctMCs

en estas muestras (figura 6).
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Figura 6. Citometria de flujo para la evaluacidn del fenotipo mastocitario de muestras de hDP, se
muestran gates de adquisicion para singletes Triptasa (+). En la parte superior se observan las
abundancias relativas de triptasa en H-hDP en contraste con las observadas S-hDP en la parte
inferior.

Los resultados obtenidos de la abundancia relativa de triptasa en las muestras evaluadas, mostraron
en H-hDP una media de 45.1+£26.4% de eventos positivos para ésta proteasay 47.5+15.2% en S-hDP,
sin diferencias significativas entre los dos diagndsticos. No obstante, de la misma manera que se
evidencio en los resultados histolégicos, se observa una tendencia de menor expresion de la triptasa
en pulpas dentales enfermas sin diferencias estadisticamente significativas (p=0.462 por prueba U
de Mann Whitney, figura 7). Como control positivo se tomd como referencia muestra de lavado
bronquio alveolar de paciente con tuberculosis, cuyas células fueron marcadas con el mismo mix de

anticuerpos empleado para las muestras de pulpa dental.

34




% Events

70.00

60.00

50.00

40.00

30.00

20.00

10.00+

.00

Diagnosis

Figura 7. Distribucién de la abundancia relativa de eventos positivos para Triptasa en células
obtenidas de H-hDP (izquierda) y S-hDP (derecha). No se observaron diferencias significativas entre

los grupos analizados (prueba de U Mann Whitney p=0.462 ns).

9.3. Analisis de transcriptémica

Previo a la evaluacion del transcriptoma en las muestras de hDP sanas y con rasgos clinicos de

inflamacidn, se realizé el andlisis de integridad el cual reporté que habia una degradacidn aparente

de las muestras recibidas como se muestra en la Figura 8, donde no se aprecian los picos 185y 28S

caracteristicos, perdiendo de esta manera el 73.9% de la muestra recolectada. De esta manera, solo

fueron incluidas para éste analisis 6 hDP, 3 con rasgos clinicos de inflamaciéon y 3 no inflamadas.
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rasgos clinicos e inflamacion. Se evidencia en las muestras S1, S3, S4b, S5 y S6 degradacion de RNA

con valor de RIN inferior a 7.0.
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Las muestras con calidad dptima, fueron procesadas para secuenciacidon usando tecnologia DNBSeg-
6400. Los datos obtenidos fueron analizados empleando el software CLC Genomics Workbench

23.0.3 de Qiagen.

Los patrones de expresién génica de las hDPs inicialmente fueron analizados tomando como
referencia el genoma humano HC19, para comparar e identificar los genes expresados
diferencialmente de las S-hDPs respecto a las H-hDPs, en donde 57,000 mil genes fueron filtrados
por un valor de p-FDR < 0.05 lo que resulté en un total de 125 genes que posteriormente fueron

analizados (Figura 9).
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Mapa de calor expresion diferencial en pulpa dental sana e inflamada
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Figura 9. Mapa de calor de expresion diferencial H-hDP e inflamada generado con librerias para
Python, PANDAS, Seaborn y Scipy.
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En el andlisis de genes diferencialmente expresados entre S-hDP y H-hDP (Figura 9), se puede
observar que las muestras se agruparon segun su condicién clinica, mostrdndose que los genes
ZFY_2, PPIP5K2, ZNF275_2, C3orf17_2, y MAPKBP1_6 presentan un patrén de sobre-regulacién en
las H-hDP y sub-regulacion en las S-hDP. Interesantemente, el gen de TRIM33_5 muestra el patrén
contrario de sub-regulacién en el grupo de H-hDP y de sobre-regulacion en las S-hDP; tendencia que

se puede observar con la expresién de los genes CD27.6_2, BAG6_9, y FYTTD1_6.

Por otra parte, del grupo de H-hDP se puede observar que el perfil de la muestra Sana2 es diferente
al resto del mismo grupo, caracterizdndose por una alta expresién del grupo de genes del KDELR1_2
al JIMJD8 7, y una moderada sobre-expresion de los genes que van desde el HNRNPU 8 al
NCAPG2_3; los cuales se encuentran sub-expresados en las muestras Sanal y Sana3. De forma
similar, la muestra inflamadal tiene un perfil diferente a las hDPs inflamada2 e inflamada3, ya que
muestra una sobre-regulacidon de los genes que van desde el HNRNPU_8 al NCAPG2_3, que se
encuentran sub-regulados en las otras dos muestras. En detalle, las muestras Sana2 e inflamadal

tienen un patrén de expresion diferencial muy similar entre si (figura 9).
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Figura 10. Red reguladora de genes diferencialmente expresados pulpa inflamada vs. Pulpa sana.
Los nodos rojos representan proteinas , los verdes representan los factores de transcripcién y en
fucsia de evidencian los genes, imagen obtenida en www.innatedb.org (Breuer et al., 2013).

En el interactoma obtenido a partir de la expresién diferencial de genes de ShDP vs. HhDP (figura
10), se observa el conjunto de genes que interactian entre si para controlar y regular la expresién
génica en diferentes condiciones o estados bioldgicos. Se destacan proteinas relacionadas con la
respuesta inmune (S100A2 y GLIPR1), con la proliferaciéon celular y apoptosis (MXD), con el
transporte de vesiculas desde el reticulo endoplasmico rugoso (RPHA3 /Rabfilina), con la activacion
de procesos metabdlicos (ACL6), se aprecian moléculas de sefializacion semejantes a neuropéptidos

(NXPH4), proteinas transportadoras del calcio (KCNA5) y semaforinas (SEMA4G).

Transcriptoma de Mastocito de Pulpa Dental

El analisis de transcriptoma anteriormente descrito, se realizd sobre el genoma total, se observd
que los genes de mayor expresion fueron aquellos relacionados con las poblaciones celulares mas

abundantes en la hDP. Teniendo en cuenta que el MC no es una célula dominante en este tejido,

su abundancia relativa es baja por lo que los genes asociados a este fenotipo celular fueron
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subestimados en el analisis inicial de los genes diferencialmente expresados (FDR p-value > 0.05).
Por lo anteriormente mencionado, dentro del grupo de genes excluidos por su nivel de significancia

se encontraron los genes asociados a nuestra poblacién celular de interés (tabla 1).

Para el analisis de expresion génica de hDPMCs, fueron seleccionados los genes reportados por
Motakis et al. 2014 como de expresion restringida para este fenotipo celular. Aunque su expresion
diferencial no fue estadisticamente significativa (FDR p-value > 0,05), se pudieron identificar la
expresion de 9 genes altamente caracteristicos de los mastocitos: CMAL1 (cod. quimasa-1), TPSAB1
(cod. triptasa alfa/beta-1) y TPSB2 (cod. triptasa beta-2), CPA3 (cod. carboxipeptidasa A3), S100P
(cod. proteina P fijadora de calcio), RFC1 (cod. subunidad 1 del factor C de replicacién ), LTC4S (cod.
leucotrieno C4 sintasa), IL1IRL1 (cod. El receptor similar a la interleucina 1) y RGS13 (cod. regulador
de la sefializacion de la proteina G13) (tabla 1). De estos 9 genes, 4 genes tuvieron una tendencia
de sub-regulacion con un log2 fold change < -1.5: CMA1 (-1,99), TPSAB1 (-2,82), TPSB2 (-2,82), CPA3
(-2,82); y 2 genes presentaron una tendencia de sobre-regulacién > 1,5: IL1RL1 (1,95), RGS13 (2,68)
(figura 10).

Tabla 1. Ontologia de genes exclusivos de mastocito, se incluyen nombres de genes y su funcion
bioldgica.

Ensemble Name Fullname Function
ENSG00000092009 a1 chymase 1, mast cell peptide binding
ENSG00000197253  TPSB2 tryptase beta 2 (gene/pseudogene) serine-type endopeptidase activity
ENSG00000172236  TPSAB1 tryptase alpha/beta 1 serine-type peptidase activity
ENSG00000163993  S100P $100 calcium binding protein P RAGE receptor binding
ENSG00000035928 RFC1 replication factor C (activator 1) 1, 145kDa  sequence-specific DNA binding
ENSG00000163751  CPA3 carboxypeptidase A3 (mast cell) zinc ion binding
ENSG00000115602 ILIRL1 interleukin 1 receptor-like 1 protein binding
ENSG00000127074  RGS13 regulator of G-protein signaling 13 protein binding
ENSG00000213316 LTC4S leukotriene C4 synthase lipid binding
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Figura 11. Genes que codifican para proteinas diferencialmente expresados ShDP vs. HhDP. Se
evidencian genes deregulados CMA1, TPSAB1, TPSAB2, CPA3 y S100P en S-hDPs. En H-hDPs se
observan que los genes RFC1, LTC45,IL1RL y RGS13 sobre expresados.
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10. DISCUSION

Actualmente, la evidencia nos muestra que los MC son células versatiles que ademas de liderar las
respuestas de tipo anafilactico (Theoharides TC. Et al. 2015), también son capaces de evaluar las
sefiales presentes en el microambiente y responder ante dichas sefales, acordando diferentes
estrategias de degranulacidén; con este propdsito, cuenta con un gran arsenal de moléculas
preformadas o inducidas segun sea estimulada (Wernersson S. & Pejler G. 2014). Los MCs también
participan en el sistema inmune innato (defensa en contra de patégenos y neutralizacidon de
toxinas). En interfase con la respuesta inmune adaptativa, se ha descrito que los MCs hacen
presentacién de antigenos, regulan las respuestas de las células T y tienen un papel clave en la

inflamacidn no anafilactica, esto por nombrar algunas de sus funciones (Galli et al.2008).

La presencia del hDPMC ha sido un tema de controversia a lo largo del tiempo y es posible que esta
controversia se derive de las dificultades metodoldgicas tanto en la obtencion de la muestra como
en su estudio debido a que la mayoria de los procedimientos planteados alteran la integridad de
esta célula. Con el desarrollo del proyecto de transcriptoma del MC humano (Saito et al. 2001) ha
habido un interés renovado en el estudio del MC no sélo en los tejidos en general sino en la hDP.
Actualmente, la presencia de estas células en la S-hDP no parece ser sorpresiva, no obstante, los
reportes en la literatura acerca de su presencia en el H-hDP auln no son concluyentes (Freitas et al.

en 2007; Walsh 2003).

Los resultados de este estudio demuestran la presencia de MCs triptasa+ en condiciones de salud
pulpar asi como en hDPs con rasgos clinicos de inflamacién, evidenciada por tres métodos de
identificacion que muestran resultados concordantes entre si, los cuales previamente se han
descrito como el perfil de MCs asociados a tejidos conectivos (Kitamura et al. 1989). Los hallazgos
topoldgicos encontrados en este estudio, son similares los reportados por Zachrisson en 1971 quien
describe que en en S-hDPs este fenotipo ctMCs se imunolocaliza en zonas perivasculares. No fue
sino hasta 1984 cuando Farnoush demostro la presencia del MCs en H-hDPs localizadas cerca de los

Vvasos sanguineos.
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Seguln Galli & Tsai (2010) los MC muestran una preferencia hacia la localizacion perivascular en los
tejidos yaciendo préximos a la membrana basal de la pared de los vasos sanguineos. Cheng et al.,
demostraron que los MC perivasculares extienden procesos celulares (filopodios) hacia el
compartimiento vascular para hacer un sondeo permanente de la sangre con el fin de capturar IgE
libre la cual promueve la funcién y sobrevida de los MC en los tejidos, se cree que ademas de
capturar IgE, los MC emplean este mecanismo como parte de su labor de centinelas en la defensa
del hospedador (Cheng et al. 2013). Segln Karapanou, los MC perivasculares forman también una
union neuroefectora con las fibras que contienen sustancia P como son las fibras C de la pulpa
dental, vale la pena resaltar que este tipo de unién raramente se ve en otras partes del cuerpo

(Karapanou et al 2009).

Este es el primer reporte que describe la presencia de los ctMCs localizados en la porcién radicular
de las S-hDPs, en contraste con lo que tedricamente se ha descrito en este tejido donde se relaciona
una mayor celularidad en la porcién coronal (Seltzer y Bender, 2012). Ragipoglu D et al. en el 2020
describe la presencia de MCs localizados en ubicaciones con proximidad a la superficie remodelado
dseo en donde su amplio espectro de mediadores pro-inflamatorios y proteasas sugieren el posible
impacto que tienen estas células en la fisiologia del remodelado 6seo. Este reporte permite plantear
la posible actividad osteocatabdlica de los MCs radiculares en S-hDPs. En este sentido seria de gran
importancia establecer el posible papel de esta célula en el contexto de la reabsorcidn radicular
interna (RRI) la cual es una condicién que da como resultado una destruccién progresiva de la
dentina intra radicular y de los tubulos dentinales a lo largo de las paredes del conducto radicular
(Lyroudia KM et al 2002). La etiologia de la RRI es aun materia de investigacion y el mecanismo a
través del cual los osteoclastos son activados aln no es bien entendido, se cree que ellos son
reclutados al sitio de la lesién mediante la liberacion de varias citocinas proinflamatorias (Takahashi
N, et al. 2007), de igual manera estudios recientes han identificado a las células dendriticas
inmaduras como precursoras de los osteoclastos ya que ellas tienen el potencial de
transdiferenciarse en osteoclastos (Speziani C, et al; Gallois A, et al. 2010), en este sentido se puede

plantear ese posible papel que puedan tener los MC en la osteoclastogénesis y los procesos de RRI.
Aungque los resultados aqui reportados no muestran diferencias significativas en la presencia de MCs

en H-hDPs versus S-hDPs, ni en el nivel de expresidn de triptasa en estas células, se observa una

tendencia a la reduccion de ct-MCs en las S-hDPs, cabe anotar que es muy probable que este
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hallazgo se encuentre relacionado con el procedimiento para toma de la muestra ya que para
obtener las muestras de S-hDPs se debe hacer apertura del diente través de su cdmara pulpary esto
puede representar la pérdida del tejido en la porcidn coronal del diente donde se reporta la mayor
parte de la celularidad (Seltzer & Bender, 2012). Farnoush A, en 1984, refiere la evidencia de MCs
sin signos de degranulacidn en las H-hDPs mientras que en las S-hDP varias células demostraban
signos de degranulacién. Sugiriendo que la reduccién de la abundancia relativa de la triptasa en

MCs en los tejidos inflamados podria ser inherente a la activacion de éstas células en hDPs.

La inflamacidn de la pulpa dental suele comenzar a partir de pequefas lesiones cariosas y puede
avanzar lentamente hacia una pulpitis irreversible si no se eliminan los factores irritantes (Kim 1990,
Berhenholtz, 1990, Freitas et al. 2007). En este proceso dinamico, intervienen varios factores y vias
por lo que es importante analizar los patrones de expresidon génica para comprender mejor los
mecanismos de inflamacidn y reparacién de la pulpa dental. En este estudio, se reporta la expresion
de genes diferencialmente expresados asociados a salud y enfermedad pulpar, en donde entre
otros, se encontrd la sobreexpresion de los genes TRIM33 y CD27.6_2 en S-hDPs. El gen TRIM33
codifica para la proteina transcripcional TIF1-y la cual ha sido reportada como indispensable para la
diferenciacidn de linfocitos Th-17 (Tanaka S et al 2018) y el CD27 es reconocida como una molécula
co-activadora de linfocitos T, estos resultados sugieren la participacion de este perfil linfocitario en
los procesos inflamatorios pulpares. Huang et al. 2023 a través de los estudios de RNA seq en S-
hDPs y H-hDP, reportan una expresion diferencial de genes que participan en las vias de reparacion
de DNA como el gen RAD54B que regula la proliferacién de células asociadas a procesos

inflamatorios en hDPs.

También en este analisis de expresidn génica diferencial de ShDP vs HhDP, representado a través
del mapa de interactoma relacionado en la figura 10, se evidencian genes claves en procesos
fisiolégicos de la pulpa dental que pueden explicar ese potencial de defensa y regeneracion pulpar
que ha sido reportado previamente (Kim S, 1990; Takahashi K, 1985), en este destacan genes como
el SEMAAG que codifica para la proteina del mismo nombre la cual es una semaforina cuya expresién
ha sido identificada en los odontoblastos (Abe M, et al. 2008), que como se sabe son las células
responsables de la sintesis de coldgeno tipo | que posteriormente se mineralizara formando los
tubulos dentinales, por lo tanto la expresién de SEMA4G en este tipo celular sugiere un papel en la

regulacién de la mineralizacién de los tejidos y en los procesos de angiogénesis, por lo tanto se
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podria pensar en un papel clave de este gen en los procesos de revascularizacién endoddntica cuyo
propdsito es promover la regeneracion del tejido pulpar y la formacién radicular en un diente que
previamente ha experimentado necrosis pulpar. La revascularizacion endoddntica se utiliza como
una alternativa a la terapia convencional de conducto radicular, especialmente en dientes

inmaduros con apices abiertos, donde el desarrollo radicular ain no estd completo (Lin Let al. 2014).

El analisis transcriptdémico relacionado con los genes asociados a MCs fue realizado siguiendo el
patrén de expresion reportado por Motakis E et al en 2014. El autor refiere que en efecto, los MCs
experimentan cambios profundos cuando estan expuestos a un microambiente alterado, lo cual
podria modificar su fenotipo manteniendo regulados a la baja o a la alza los genes presentados en
la tabla 1. En el presente estudio, el perfil de expresion de genes asociados a MCs en S-hDP muestra
una regulacién negativa en la expresidon de los genes que codifican para quimasa, triptasa, y
carboxipeptidasa A 3, con relacidon a los MCs de H-hDPs. Este resultado es congruente con los
hallazgos encontrados en la evaluacién inmunohistoquimica y por citometria de flujo (figura 6 ). Por
otro lado, se evidencia una sobreexpresion del gen RGS13, el cual codifica para la proteina con el
mismo nombre la cual ha sido reportada como una molécula antagonista de los procesos
inflamatorios mediados por la activacién del MC en las reacciones de hipersensibilidad (Cervantes-
Villagrana et al 2014). Estos resultados, podrian explicar la tendencia en la reduccién de células
triptasa+ y su abundancia relativa en S-hDPs como un mecanismo supresor de las respuestas

inflamatorias en tejidos con rasgos clinicos de inflamacién pulpar.

Tanto en el andlisis diferencial de genes de ShDP vs. HhDP, como en la identificacién de genes
exclusivos de MC, se evidenciaron genes que codifican para la familia de proteinas S100 la cual
consiste en 24 proteinas de bajo peso que poseen una amplia variedad de funciones y patrones de
expresion en los tejidos humanos (Donato et al. 2013). Estas proteinas son moléculas que unen el
calcio y esta caracteristica hace que cumplan un papel en procesos tanto patolégicos como
fisiolégicos. A nivel celular las proteinas S100 actdan en varios procesos celulares dentro de los
cuales estan la progresion y diferenciacién del ciclo celular, la homeostasis del calcio, las dindmicas
del citoesqueleto y el metabolismo celular (Leclerc et al. 2011). También, estas proteinas tienen la
capacidad de transmitir funciones intra y extracelulares semejantes a las citocinas y cumplen un
papel en diferentes vias de sefalizacidon tanto del sistema inmune innato como del adquirido

(Donato et al. 2013). Por lo anterior podemos inferir que una buena parte de los procesos mediados
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por las proteinas S100 estdn involucrados en los sistemas de defensa de la hDP, mas exactamente

en las reacciones inflamatorias pulpares humorales y celulares.

Finalmente es importante destacar que, si bien este estudio aporta informacién valiosa, es necesario
tener en cuenta sus limitaciones con el fin de comprender su alcance y las posibles implicaciones de
los resultados. Una de estas limitaciones fue la baja celularidad de MC por mm?, esta situacidon no
permitié hacer un recuento de células suficiente para plantear un analisis estadistico inferencial ni
obtener un nimero de eventos suficiente para caracterizar las células por citometria de flujo y hacer

sorting, es por esta razon que se sugiere ampliar el tamafio de muestra en estudios futuros.

Si bien es cierto que Motakis et al. en 2014 realizaron la redefinicién del proyecto del transcriptoma
humano y sefialaron que su transcriptoma total se encontraba incorporado en las base de datos
FANTOMDS5 no fue posible acceder a ella a pesar de haber contactado a los autores a través de los

canales sugeridos por los lideres del proyecto.
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11. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten afirmar que el MC es una célula que se encuentra presente tanto
en S-hDPs como en H-hDP demostrando un perfil fenotipico ctMC localizada en las regiones
perivasculares y a nivel radicular en tejidos inflamados.

El patrén de expresion génica, evidenciado en este estudio demuestra la plasticidad de los hDPMCs,
por lo tanto, no es absurdo pensar que el MC en la H-hDP puede tener un papel mas alla de su
programacion para dar respuestas hipersensibilidad, sino que posiblemente participa como una
célula moduladora de las respuestas a los diferentes microambientes en este entorno de baja

complacencia.
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13. ANEXOS

Anexo No. 1 COSENTIMIENTO INFORMADO PULPA SANA

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA TOMA DE MUESTRA DE PULPA DENTAL HUMANA SANA
Parte |

Titulo de la investigacidon: Determinacién de la huella transcipcional de mastocitos aislados de
pulpa dental humana sanay con signos clinicos de inflamacion

Numero de protocolo: XXX

Patrocinador: Universidad El Bosque

Investigador Principal: Maria Rosa Buenahora Tobar

Introduccién
Dirigido a los pacientes mayores de 18 afos, atendidos en consulta privada y en las clinicas
odontoldgicas de la Universidad El Bosque, que son invitados a participar en la investigacion.

Este consentimiento informado debera ser firmado si usted estd de acuerdo en participar en este
estudio y de ser aceptado, recibird una copia completa del documento.

Soy la Doctora Marcela Moreno Munera y trabajo como co-investigador en este proyecto de
investigacion. Estamos haciendo una investigacion sobre la influencia que tienen algunas células en
los procesos inflamatorios en el nervio de los dientes y por lo cual usted presenta dolor dental.
Actualmente, se sabe poco acerca de la respuesta de las células inmunes en la pulpa dental por lo
que se quiere estudiar si algunos factores celulares son los que promueven que usted tenga ese
dolor y que pueda perder los dientes. Para tal fin, teniendo en cuenta que le van a realizar la
exodoncia de sus dientes premolares y/o terceros molares sanos por motivos ortoddnticos o por
malposicion dental lo invito a participar en esta investigaciéon permitiéndonos conservar la pulpa
dental (también conocida como el nervio del diente) de su diente para investigar sobre las células
inflamatorias que puedan estar alli; con mucho gusto yo le daré toda la informacion que usted
desee. No tiene que decidir ahora y esta en libertad de hablar con la persona que usted desee sobre
la investigacidn.

Si hay palabras que usted no entienda, puede decirmelo y nos tomaremos el tiempo necesario para
poder explicarle hasta que todo quede claro. De igual manera si le surgen otras inquietudes, puede
preguntarme, o acudir a otro de los miembros del equipo.

é¢POR QUE SE VA A REALIZAR ESTA INVESTIGACION?

Usted debe saber que el objetivo de esta investigacion es obtener de la pulpa del diente, células
especificas llamadas “mastocitos o células cebadas” las cuales parecen participar en el proceso
inflamatorio y el dolor del diente, pero especialmente en el mantenimiento de la su salud. Conocer
si ellas estan en la pulpa dental podria ayudarnos a esclarecer mejor y entender su funcion en este
tejido.

¢EN QUE CONSISTE ESTA INVESTIGACION?
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Como le mencioné anteriormente, para esta investigacidn le solicitamos que nos permita obtener
la pulpa dental de su diente luego de que lo hayan extraido para separar los mastocitos.
Normalmente los dientes extraidos son descartados en la caneca de residuos bioldgicos y se elimina,
sin embargo, si usted nos permite el uso de su (s) diente(s) no sera(n) descartado (s), sino que de él
se extraera la pulpa dental sana, este procedimiento no le causara ninguna incomodidad por haber
sido extraido previamente de su boca. El tejido pulpar serd introducido en un recipiente que
contiene un medio para transportarlo y sera llevado al laboratorio del grupo de Inmunologia celular
y molecular de la Universidad El Bosque. Alli un profesional especializado procesara la muestra de
pulpa para separar los mastocitos y poder evaluar las moléculas que él produce.

¢CUANTAS PERSONAS PARTICIPARAN EN ESTA INVESTIGACION?

Para este estudio tomaremos 14 muestras de pulpa sana de molares o premolares, provenientes de
pacientes como usted, cuyo Unico tratamiento posible sea la extraccién de sus dientes por motivos
ortoddnticos o por malposicidon, a las cuales, asi como a usted se les invitard a participar
voluntariamente. Dichos pacientes deben ser pacientes sanos mayores de 18 afios, no fumadores,
o con enfermedades sistémicas controladas tales como hipertensidon o hipotiroidismo, que no
manifiesten tener habitos de consumo de crénico de alcohol y tabaco, asi mismo, ninguno de los
pacientes debe haber consumido medicamentos antiinflamatorios en las 36 horas previas a la toma
de la muestra, ni antibidticos en los Ultimos tres meses.

¢CUANTO TIEMPO ESTARE EN ESTA INVESTIGACION?

Desde el comienzo de la investigacion hasta la finalizacion el participante estara aproximadamente
12 meses en el estudio.

¢PUEDO RETIRARME DE LA INVESTIACION DE MANERA VOLUNTARIA EN CUALQUIER MOMENTO?
Usted participara en esta investigacion de manera voluntaria, si no desea hacerlo, el negarse a
participar no le afectara en ninguna forma a que reciba un tratamiento odontoldgico en esta clinica.
Usted todavia tendra todos los beneficios que de otra forma tendria en esta clinica. Puede dejar de
participar en la investigacidn en cualquier momento que desee sin perder sus derechos como
paciente aqui. Su tratamiento en esta clinica no sera afectado en ninguna manera.

¢QUE PASA SI ME RETIRO DE LA INVESTIGACION?

Nada. Usted puede retirarse en cualquier momento durante el transcurso de la investigacion.

¢POR QUE RAZONES PUEDE EL INVESTIGADOR PRINCIPAL RETIRARME DE LA INVESTIGACION
TEMPRANAMENTE?
El investigador podra retirar al participante, entre otros en los siguientes casos:

1. Cuando el participante sufra afectaciones en su salud que sin estar relacionados con la
investigacion no permitan continuar con esta.
2. Cuando el participante no cumpla con las orientaciones de la investigacion.

¢CUALES SON LOS RIESGOS O INCOMODIDADES ASOCIADOS A ESTA INVESTIGACION?

Usted debe entender que el examen clinico convencional y las radiografias no representan ningun
riesgo. Personal profesional con experiencia realizara todos estos procedimientos utilizando
medidas de seguridad estandarizadas; estas incluyen el uso de ropa protectora (blusas de clinica),
guantes, tapabocas y gafas protectoras y chaleco plomado para radiografias. Todos los instrumentos
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seran esterilizados para cada paciente de acuerdo con los procedimientos establecidos para esta
clase de actividades.

Para cubrir cualquier evento este estudio estard cubierto por una pdliza que cubrird cualquier
eventualidad que suceda durante la investigacidn y sea derivado del mismo.

¢OBTENDRE ALGUN BENEFICIO AL PARTICIPAR EN ESTA INVESTIGACION?

Usted no recibird dinero por participar en el estudio. Como esta investigacidon no implica que a usted
se le realice ningun procedimiento clinico adicional al de su consulta, solamente los costos de los
procedimientos de laboratorio que se realicen durante el estudio serdn cubiertos por los
investigadores. Otros procedimientos dentales que usted requiera no seran cubiertos.

¢COMO SE VA A GARANTIZAR LA PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD DE MIS DATOS PERSONALES?
La informacion que recojamos en este proyecto de investigacion se mantendra confidencial (Ley de
habeas data del 2012 y normas concordantes). La informacidn que se recoja de usted, durante la
investigacion, serd puesta en archivos confidenciales bajo el tratamiento de historia clinica y no
tendran acceso a ella personas diferentes a los investigadores o el personal encargado de su
tratamiento. Cualquier informacién acerca de usted tendra un nimero en vez de su nombre. Solo
los investigadores sabran cudl es su nimero y se mantendra la informacion bajo proteccién. No sera
compartida ni entregada a nadie salvo los casos de mandamiento legal o judicial.

¢TIENE ALGUN COSTO MI PARTICIPACION EN ESTA INVESTIGACION?
No, su participacion en esta investigaciéon no implica costos adicionales a los que usted pagara por
el procedimiento.

¢QUE PASA SI ME LESIONO O ME ENFERMO DURANTE LA INVESTIGACION?

El participante sera suspendido de la investigacidn si la enfermedad o lesién impiden continuar con
su particidn en el estudio. En el evento que se diera la suspensidn, serd reintegrado al proyecto de
investigacion una vez se supere la causal suspension

¢CUALES SON MIS DERECHOS COMO SUJETO DE INVESTIGACION?

El participante tiene derecho a ser informado de manera clara y oportuna de todos los
procedimientos que se adelantaran con motivo de esta investigacion antes de firmar este
documento o en cualquier momento después de firmarlo.

A proteccion total de la informacidn en los términos anteriormente mencionados.

A que su tratamiento sea adelantado por personal idéneo y bajo los protocolos aceptados.

A retirarse voluntariamente de la investigacidn cuando el participante lo desee.

A que sus dudas relacionadas con la investigacion de la cual va a ser parte sean resueltas de manera
clara y sean resueltas.

¢COMO Y EN QUE MOMENTO CONOCERE LOS RESULTADOS DE LA INVESTIGACION?

El conocimiento que obtengamos por realizar esta investigacion se compartira con usted antes de
qgue se haga disponible al publico. No se compartird informacion confidencial. Habra pequenos
encuentros en la comunidad y estos se anunciaran. Después de estos encuentros, se publicaran los
resultados para que otras personas interesadas puedan aprender de nuestra investigacion.
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¢QUE HAGO SI TENGO ALGUNA PREGUNTA O PROBLEMA?

Alternativas a la Participacion
Si usted no desea tomar parte en la investigacidn, se le proporcionard el tratamiento estandar en
uso, disponible en la clinica odontoldgica de la Universidad.

A Quién Contactar

Si tiene cualquier pregunta puede hacerlas ahora o mas tarde, incluso después de haberse iniciado
el estudio. Si desea hacer preguntas mas tarde, puede contactar a la Dra. Marcela Moreno Munera,
Tel. 3105592012, morenomarcela@unbosque.edu.co o a la Dra. Juliette De Avila Quiroga Te.
3014433083, dequiroga@unbosque.edu.co

PARTE Il
Formulario de Consentimiento

He sido invitado a participar en la investigacién “Determinaciéon de la huella transcipcional de
mastocitos aislados de pulpa dental humana sana y con signos clinicos de inflamacién”. Entiendo
gue mi participacidn consistird en ceder mis premolares/terceros molares sanos producto de cirugia
de extraccidn con fines ortodénticos o por malposiciéon dental. He leido y entendido este documento
de Consentimiento Informado o el mismo se me ha leido o explicado. Todas mis preguntas han sido
contestadas claramente y he tenido el tiempo suficiente para pensar acerca de mi decision. No
tengo ninguna duda sobre mi participacion, por lo que estoy de acuerdo en hacer parte de esta
investigacion. Cuando firme este documento de Consentimiento Informado recibiré una copia del
mismo (partes 1y 2).

Autorizo el uso y la divulgacion de mi informacién a las entidades mencionadas en este
Consentimiento Informado para los propdsitos descritos anteriormente.

Acepto voluntariamente participar y sé que tengo el derecho de terminar mi participacion en
cualquier momento. Al firmar esta hoja de Consentimiento Informado no he renunciado a ninguno
de mis derechos legales.

Para constancia, firmo alos _(dia) __de _(mes)____de___ (afio)

Nombre del Participante Firma del Participante
Tutor legal del Participante Firma del Tutor legal
Investigador principal Firma del Investigador
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Nombre del Testigo (I) Firma del Testigo
Anexo No. 2 CONSENTIMIENTO INFORMADO PULPA INFLAMADA

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA TOMA DE MUESTRA DE PULPA DENTAL HUMANA CON
SIGNOS CLINICOS DE INFLACION

Parte |

Titulo de la investigacidon: Determinacion de la huella transcipcional de mastocitos aislados de
pulpa dental humana sanay con signos clinicos de inflamacién

Numero de protocolo: XXX

Patrocinador: Universidad El Bosque

Investigador Principal: Maria Rosa Buenahora Tobar

Introduccién
Dirigido a los pacientes mayores de 18 anos, atendidos en consulta privada y en las clinicas
odontoldgicas de la Universidad El Bosque, que son invitados a participar en la investigacion.

Este consentimiento informado deberd ser firmado si usted estd de acuerdo en participar en este
estudio y de ser aceptado, recibird una copia completa del documento.

Soy la Doctora Marcela Moreno Munera y trabajo como co-investigador en este proyecto de
investigacion. Estamos haciendo una investigacion sobre la influencia que tienen algunas células en
los procesos inflamatorios en el nervio de los dientes y por lo cual usted presenta dolor dental.
Actualmente, se sabe poco acerca de la respuesta de las células inmunes en la pulpa dental por lo
gue se quiere estudiar si algunos factores celulares son los que promueven que usted tenga ese
dolor y que pueda perder los dientes. Para tal fin, teniendo en cuenta que le van a realizar un
tratamiento endoddntico (tratamiento de conductos) por presentar inflamacidn pulpar (inflamacién
del nervio del diente), lo invito a participar en esta investigacion permitiéndonos conservar el nervio
de su diente para investigar sobre las células inflamatorias, con mucho gusto yo le daré toda la
informacidn que usted desee. No tiene que decidir ahora y estd en libertad de hablar con la persona
que usted desee sobre la investigacion.

Si hay palabras que usted no entienda, puede decirmelo y nos tomaremos el tiempo necesario para
poder explicarle hasta que todo quede claro. De igual manera si le surgen otras inquietudes, puede
preguntarme, o acudir a otro de los miembros del equipo.

¢POR QUE SE VA A REALIZAR ESTA INVESTIGACION?

Usted debe saber que el objetivo de esta investigacion es obtener de la pulpa del diente células
especificas llamadas “mastocitos o células cebadas” las cuales parecen participar en el proceso
inflamatorioy el dolor del diente. Conocer si ellas estan en el nervio podria ayudarnos a crear nuevos
tratamientos para las personas que también tienen la misma condicion suya.

¢EN QUE CONSISTE ESTA INVESTIGACION?
Como le mencioné anteriormente, para esta investigacion le solicitamos que nos permita obtener
la pulpa dental de su diente afectado para separar los mastocitos. La toma de este tejido hace parte

natural de la fase inicial de su tratamiento endoddntico y es un procedimiento que no causa
incomodidad al estar usted anestesiado. El tejido pulpar serd introducido en un recipiente que
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contiene un medio para transportarlo y sera llevado al laboratorio del grupo de Inmunologia celular
y molecular de la Universidad El Bosque. Alli un profesional especializado procesara la muestra de
pulpa para separar los mastocitos y poder evaluar las moléculas que él produce y le causan
inflamacion.

¢CUANTAS PERSONAS PARTICIPARAN EN ESTA INVESTIGACION?

Para este estudio tomaremos 14 muestras de pulpa inflamada de molares, premolares o dientes
incisivos, provenientes de pacientes como usted, cuyo Unico tratamiento posible sea la endodoncia,
a las cuales, asi como a usted se les invitara a participar voluntariamente. Dichos pacientes deben
ser pacientes sanos mayores de 18 afios, no fumadores, o con enfermedades sistémicas controladas
tales como hipertensidn o hipotiroidismo, que no manifiesten tener habitos de consumo de crénico
de alcohol y tabaco, asi mismo, ninguno de los pacientes debe haber consumido medicamentos
antiinflamatorios en las 36 horas previas a la toma de la muestra, ni antibidticos en los ultimos tres
meses.

¢CUANTO TIEMPO ESTARE EN ESTA INVESTIGACION?

Desde el comienzo de la investigacion hasta la finalizacion el participante estara aproximadamente
12 meses en el estudio.

¢PUEDO RETIRARME DE LA INVESTIACION DE MANERA VOLUNTARIA EN CUALQUIER MOMENTO?
Usted participara en esta investigacién de manera voluntaria, si no desea hacerlo, el negarse a
participar no le afectara en ninguna forma a que reciba un tratamiento odontoldgico en esta clinica.
Usted todavia tendra todos los beneficios que de otra forma tendria en esta clinica. Puede dejar de
participar en la investigacion en cualquier momento que desee sin perder sus derechos como
paciente aqui. Su tratamiento en esta clinica no sera afectado en ninguna manera.

¢QUE PASA SI ME RETIRO DE LA INVESTIGACION?
Nada. Usted puede retirarse en cualquier momento durante el transcurso de la investigacion.

¢POR QUE RAZONES PUEDE EL INVESTIGADOR PRINCIPAL RETIRARME DE LA INVESTIGACION
TEMPRANAMENTE?
El investigador podra retirar al participante, entre otros en los siguientes casos:

1. Cuando el participante sufra afectaciones en su salud que sin estar relacionados con la
investigacion no permitan continuar con esta.
2. Cuando el participante no cumpla con las orientaciones de la investigacion.

¢CUALES SON LOS RIESGOS O INCOMODIDADES ASOCIADOS A ESTA INVESTIGACION?

Usted debe entender que el examen clinico convencional y las radiografias no representan ningun
riesgo. Personal profesional con experiencia realizard todos estos procedimientos utilizando
medidas de seguridad estandarizadas; estas incluyen el uso de ropa protectora (blusas de clinica),
guantes, tapabocas y gafas protectoras y chaleco plomado para radiografias. Todos los instrumentos
seran esterilizados para cada paciente de acuerdo con los procedimientos establecidos para esta
clase de actividades.

Para cubrir cualquier evento este estudio estara cubierto por una pdliza que cubrird cualquier
eventualidad que suceda durante la investigacion y sea derivado del mismo.

¢OBTENDRE ALGUN BENEFICIO AL PARTICIPAR EN ESTA INVESTIGACION?
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Usted no recibira dinero por participar en el estudio. Los costos del examen odontoldgico y de los
procedimientos de laboratorio que se realicen durante el estudio seran cubiertos por los
investigadores. Sin embargo, usted recibird un descuento en los costos del tratamiento endoddntico
gue requiere para su salud dental. Otros procedimientos dentales que usted requiera no seran
cubiertos.

¢COMO SE VA A GARANTIZAR LA PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD DE MIS DATOS PERSONALES?
La informacidon que recojamos en este proyecto de investigacién se mantendra confidencial (Ley de
habeas data del 2012 y normas concordantes). La informacidn que se recoja de usted, durante la
investigacion, serd puesta en archivos confidenciales bajo el tratamiento de historia clinica y no
tendran acceso a ella personas diferentes a los investigadores o el personal encargado de su
tratamiento. Cualquier informacién acerca de usted tendra un ndmero en vez de su nombre. Solo
los investigadores sabrdn cudl es su nUmero y se mantendrd la informacidn bajo proteccién. No serd
compartida ni entregada a nadie salvo los casos de mandamiento legal o judicial.

¢TIENE ALGUN COSTO MI PARTICIPACION EN ESTA INVESTIGACION?
La participacion en la investigacion tiene un descuento para usted en la elaboracion del tratamiento.

¢QUE PASA SI ME LESIONO O ME ENFERMO DURANTE LA INVESTIGACION?

El participante sera suspendido de la investigacidn si la enfermedad o lesién impiden continuar con
su particion en el estudio. En el evento que se diera la suspension, sera reintegrado al proyecto de
investigacion una vez se supere la causal suspension

¢CUALES SON MIS DERECHOS COMO SUJETO DE INVESTIGACION?

El participante tiene derecho a ser informado de manera clara y oportuna de todos los
procedimientos que se adelantaran con motivo de esta investigacion antes de firmar este
documento o en cualquier momento después de firmarlo.

A proteccion total de la informacidn en los términos anteriormente mencionados.

A que su tratamiento sea adelantado por personal idoneo y bajo los protocolos aceptados.

A retirarse voluntariamente de la investigacidn cuando el participante lo desee.

A que sus dudas relacionadas con la investigacidn de la cual va a ser parte sean resueltas de manera
clara y sean resueltas.

¢éCOMO Y EN QUE MOMENTO CONOCERE LOS RESULTADOS DE LA INVESTIGACION?

El conocimiento que obtengamos por realizar esta investigacion se compartira con usted antes de
que se haga disponible al publico. No se compartira informacion confidencial. Habra pequefos
encuentros en la comunidad y estos se anunciaran. Después de estos encuentros, se publicaran los
resultados para que otras personas interesadas puedan aprender de nuestra investigacién.

¢QUE HAGO SI TENGO ALGUNA PREGUNTA O PROBLEMA?
Alternativas a la Participacion
Si usted no desea tomar parte en la investigacidn, se le proporcionara el tratamiento estandar en

uso, disponible en la clinica odontoldgica de la Universidad.

A Quién Contactar
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Si tiene cualquier pregunta puede hacerlas ahora o mas tarde, incluso después de haberse iniciado
el estudio. Si desea hacer preguntas mas tarde, puede contactar a la Dra. Marcela Moreno Munera,
Tel. 3105592012, morenomarcela@unbosque.edu.co o a la Dra. Juliette De Avila Quiroga Te.
3014433083, dequiroga@unbosque.edu.co

PARTE Il
Formulario de Consentimiento

He sido invitado a participar en la investigaciéon “Determinacion de la huella transcipcional de
mastocitos aislados de pulpa dental humana sana y con signos clinicos de inflamacién”. Entiendo
gue mi participacion consistird en ceder la pulpa inflamada producto de la extirpacidn pulpar como
parte natural del tratamiento endodéntico. He leido y entendido este documento de
Consentimiento Informado o el mismo se me ha leido o explicado. Todas mis preguntas han sido
contestadas claramente y he tenido el tiempo suficiente para pensar acerca de mi decision. No
tengo ninguna duda sobre mi participacion, por lo que estoy de acuerdo en hacer parte de esta
investigacion. Cuando firme este documento de Consentimiento Informado recibiré una copia del
mismo (partes 1y 2).

Autorizo el uso y la divulgacién de mi informaciéon a las entidades mencionadas en este
Consentimiento Informado para los propdsitos descritos anteriormente. Acepto voluntariamente
participar y sé que tengo el derecho de terminar mi participacion en cualquier momento. Al firmar
esta hoja de Consentimiento Informado no he renunciado a ninguno de mis derechos legales.

Para constancia, firmoalos _(dia) __de (mes)  de _ (afio)

Nombre del Participante Firma del Participante
Tutor legal del Participante Firma del Tutor legal
Investigador principal Firma del Investigador
Nombre del Testigo (I) Firma del Testigo
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