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1. RESUMEN 

Introducción: La dentinogénesis es el mecanismo donde la papila dental elabora 

una matriz orgánica para formar dentina a través de células especializadas llamadas 

odontoblastos. La autofagia mediada por chaperonas (CMA) es un proceso celular 

catabólico en el que proteínas citoplasmáticas son reconocidas a través de la 

secuencia aminoacídica KFERQ mediante la proteína chaperona HSC70, que 

permite la interacción con la proteína LAMP2A en la membrana lisosomal para su 

translocación y degradación. Se sabe que la macroautofagia está involucrada en la 

diferenciación de odontoblastos, pero no hay evidencia de otras vías como la CMA. 

Objetivos: Determinar si la actividad de CMA regula el proceso de diferenciación 

de células mesenquimáticas aisladas desde pulpa dental humana (hDPSCs) hacia 

odontoblastos. 

Metodología: Se obtuvieron hDPSCs a partir de terceros molares de adultos sanos. 

Para la diferenciación de hDPSCs a odontoblastos se caracterizaron tres diferentes 

medios de cultivo: i) medio de diferenciación (-MEM suplementado al 5% con suero 

fetal bovino (FBS), ácido ascórbico (50 g/mL) y β-glicerofosfato (10 mM)), ii) medio 

de diferenciación suplementado con dexametasona (0,1 M), iii) medio de 

diferenciación suplementado con dexametasona (0,1 M) y TGF-β (10 ng/mL). 

Como control se utilizó medio -MEM suplementado con 10% FBS. La 

mineralización, en diferentes etapas de diferenciación, se evaluó con tinción alizarin 

red. Paralelamente, se evaluaron los niveles de expresión de DMP1 y DSPP 

(marcadores de diferenciación odontoblástica) mediante western blot. Por otro lado, 

para evaluar la participación de CMA durante la diferenciación, se evaluaron los 

niveles de expresión de la proteína LAMP2A durante el proceso de diferenciación 

de hDPSCs, tanto en células control como en líneas celulares con actividad 

aumentada y disminuida de LAMP2A y por consecuencia, CMA. 
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Resultados: Los niveles de actividad de CMA aumentan al inicio de la 

diferenciación para luego disminuir a medida que continúa el proceso. Además, la 

inhibición de CMA retarda dicho proceso, mientras que su sobre expresión lo 

acelera. 

Conclusión: Este trabajo caracteriza por primera vez, el papel de la actividad de 

CMA en la diferenciación de odontoblastos a partir de hDPSCs. Al estar relacionada 

con la diferenciación, CMA se proyecta como un nuevo hito en el estudio del 

desarrollo de la dentinogénesis.  
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1. DENTINOGÉNESIS Y ODONTOBLASTOS 

 Dentro de los tejidos que conforman el diente, la dentina es el tejido 

mineralizado que abarca el mayor volumen de este. Entre otros procesos de 

diferenciación celular, el diente se forma mediante la dentinogénesis, que es el 

conjunto de mecanismos mediante los cuales la papila dental elabora una matriz 

orgánica que más tarde se calcifica para formar la dentina, por medio de sus células 

especializadas, los odontoblastos (Gómez de Ferraris y cols., 2002). 

 Los odontoblastos son células altamente diferenciadas (especializadas) que 

se originan a partir de la diferenciación de las células madre de la cresta neural y 

que se organizan en la periferia de la pulpa (Bleicher y cols., 2015). Son 

responsables de la producción de la matriz dentinaria de los dientes, pues sintetizan 

los componentes de la predentina y son responsables de su mineralización (Bleicher 

y cols., 2015). Tienen funciones preponderantes como: i) la producción de dentina 

primaria durante el desarrollo del diente, ii) el mantenimiento de la dentina durante 

la vida útil del diente, produciendo dentina secundaria, iii) proteger la pulpa dental, 

iv) producir nueva dentina o dentina terciaria en respuesta a estímulos patológicos 

en el diente, como por ejemplo, la lesión de caries dental, v) desencadenar una 

alerta inmunológica frente a una noxa y vi) detectar la temperatura y el estímulo 

mecánico (Simancas-Escorcia, 2019; Bleicher y cols., 2015). Por lo tanto, los 

odontoblastos son esenciales para la formación de dientes y el mantenimiento de la 

salud dental. 
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2.2. ETAPAS DE LA DENTINOGÉNESIS Y DIFERENCIACIÓN DE LOS 

ODONTOBLASTOS 

 La dentinogénesis se divide en 3 etapas: i) elaboración de la matriz orgánica, 

ii) maduración de la matriz y iii) precipitación de sales minerales (calcificación o 

mineralización). Durante el proceso de mineralización (Figura 1) los odontoblastos 

se diferencian a partir de células ectomesenquimales, pasando por diferentes 

estados: preodontoblastos, odontoblastos jóvenes, odontoblastos secretores y 

odontoblastos secretores maduros. En este contexto, el odontoblasto secretor 

permite la formación de predentina, mientras que el odontoblasto secretor maduro 

contribuye a la formación de predentina y dentina (Gómez de Ferraris y cols., 2002). 

 

Figura 1. Estadios de diferenciación de los odontoblastos. La diferenciación de odontoblastos 

se realiza a partir de células ectomesenquimáticas indiferenciadas que evolucionan transformándose 

primero en preodontoblastos, luego en odontoblastos jóvenes y, por último, en odontoblastos 

secretores y maduros (Gómez de Ferraris y cols., 2002). Figura elaborada con Biorender. 

 Para diferenciarse en odontoblastos funcionales, los preodontoblastos 

comienzan a polarizarse (Bleicher y cols., 2015). La polarización de los 

odontoblastos es un paso crítico tanto en la formación de dentina primaria como en 

la regeneración del tejido dentinario (Chang y cols., 2019). Cuando el odontoblasto 

alcanza la etapa secretora, se encuentra en una disposición de epitelio cilíndrico 

simple y en su extremo proximal o libre (futuro polo secretor) se diferencia una 

prolongación citoplasmática única llamada prolongación principal, proceso 

odontoblástico o prolongación odontoblástica, que quedará localizada en plena 

matriz dentinaria y que tiene actividad secretora (Gómez de Ferraris y cols., 2002).  
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 La polarización de los odontoblastos marca el cambio morfológico desde una 

célula mesenquimática simétrica hasta un odontoblasto asimétrico, con un cuerpo 

celular columnar alineado en una sola capa y un proceso citoplasmático que se 

extiende desde el cuerpo celular hasta la predentina (Figura 2) (Chang y cols., 

2019).  

 El factor de crecimiento transformante-beta 1, 2 y 3 (de aquí en adelante 

TGF- por sus siglas en inglés Transforming Growth Factor-) y la proteína 

morfogenética ósea (BMP) 2, 4 y 6 desempeñan un papel en la diferenciación de 

los odontoblastos (Begue-Kirn y cols., 1994; Bleicher y cols., 2015). Algunos 

resultados obtenidos de experimentos in vivo sugieren que un miembro de la familia 

TGF- derivado del epitelio es atrapado por componentes asociados a la membrana 

basal y promueve la polarización de preodontoblastos (Bleicher y cols., 2015). 

 

Figura 2. Representación esquemática (izquierda) y fotomicrografía (derecha) de la 

organización estructural de los odontoblastos. Figura extraída de Simancas-Escorcia, 2019. 

Los Odontoblastos (Od) exhiben una forma columnar con un núcleo (N) y citoplasma (C) localizado 

en la periferia de la pulpa dental (P), y prolongaciones odontoblásticas que se extienden hacia la 

matriz mineralizada (dentina), atravesando una capa de matriz recién formada denominada 

predentina. En la imagen de la derecha se observa la coloración hematoxilina-eosina de un primer 

molar mandibular de un ratón de siete días de desarrollo posnatal (Simancas-Escorcia, 2019).  
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 En primera instancia, los odontoblastos secretan predentina, la que ocupa el 

espacio existente entre el órgano del esmalte y los odontoblastos. La predentina 

contiene colágeno tipo I, V y VI, proteoglicanos, proteínas y algunas sustancias no 

colágenas (Gómez de Ferraris y cols., 2002). Se dispone en gruesas fibras 

colágenas paralelas entre sí y perpendiculares a la lámina basal, incluidas en una 

sustancia fundamental amorfa, que al llegar a un espesor de 6 µm comienza un 

proceso de mineralización que culminará en lo que se conoce como la dentina del 

manto (Gómez de Ferraris y cols., 2002). En las etapas previas a la mineralización, 

los odontoblastos secretan metaloproteinasas que se encargan de organizar la 

matriz orgánica de la dentina (Gómez de Ferraris y cols., 2002). 

 Durante el proceso de mineralización, el calcio (Ca2+) del medio extracelular 

se transfiere desde la red vascular en el área subodontoblástica hasta el extremo 

proximal de los odontoblastos, para incorporarse a la fase mineral en la interfaz 

entre la predentina no mineralizada y la dentina mineralizada, en el frente de 

mineralización. Las uniones intercelulares entre los odontoblastos no permiten la 

difusión de iones de Ca2+ hacia la capa de predentina, por lo que los iones de Ca2+ 

se transportan activamente por vías intracelulares en el citoplasma funcional de los 

odontoblastos (Nanci, 2007; Lacruz y cols., 2012). El odontoblasto secretor capta 

Ca2+ desde el medio extracelular y lo almacena, elevando también la concentración 

local de iones fosfatos (PO3
4−)  y formando vesículas matriciales en las cuales 

precipitan ambos iones, lo que permite la formación de cristales de hidroxiapatita, 

una forma de fosfato de Ca2+ altamente mineralizado que es el principal componente 

mineral de la dentina (Gómez de Ferraris y cols., 2002). 

 Cuando la prolongación odontoblástica queda incluida en el túbulo dentinario 

de la matriz dentinaria calcificada, el odontoblasto pasa a llamarse odontoblasto 

maduro (Gómez de Ferraris y cols., 2002). Posterior a la mineralización de la dentina 

del manto y mediante el proceso odontoblástico, el odontoblasto continúa 

secretando colágenos, proteoglicanos y fosfoproteína dentinaria (DPP), para la 

formación de la dentina circumpulpar (Gómez de Ferraris y cols., 2002). La 

diferencia entre la dentina del manto y la circumpulpar, es que la matriz de la dentina 
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circumpulpar posee fibras colágenas más finas que se ubican irregularmente 

formando una red, y su sustancia amorfa se secreta exclusivamente por los 

odontoblastos. El odontoblasto maduro, que induce la mineralización de la dentina 

circumpulpar, tendrá una forma cilíndrica de 40 m de alto y un diámetro medio de 

4 a 8 m, con el núcleo polarizado hacia la región distal de la célula (Gómez de 

Ferraris y cols., 2002).  

 Finalmente, dentro de la caracterización biológica de los odontoblastos, se 

pueden encontrar aquellos envejecidos, que son odontoblastos secretores cuyas 

capacidades sintéticas y secretoras han disminuido (Bleicher y cols., 2015). Sin 

embargo, la actividad secretora de estas células puede reactivarse frente a 

estimulaciones patológicas como la lesión de caries dental (Pashley y cols., 1996; 

Bleicher y cols., 2015). 

2.3. MOLÉCULAS DE MATRIZ IMPLICADAS EN LA DENTINOGÉNESIS: 

PROTEÍNAS NO COLAGENASAS 

 Las proteínas no colagenasas de la matriz extracelular desempeñan 

funciones importantes en el proceso de mineralización de los tejidos duros, como la 

inducción y regulación de la formación de minerales. Estas proteínas se secretan 

en el frente de mineralización y están implicadas en la nucleación y crecimiento de 

la fase mineral. Entre ellas se incluye la osteopontina (OPN), la sialoproteína ósea 

(BSP), la proteína 1 de la matriz dentinaria (DMP1 por sus siglas en inglés Dentin 

Matrix Protein 1), la sialofosfoproteína dentinaria (DSPP por sus siglas en inglés 

Dentin Sialophosphoprotein) y la fosfoglicoproteína extracelular de la matriz (MEPE) 

(Bleicher y cols., 2015). 

 La matriz orgánica de la dentina contiene 3 proteínas que se localizan 

únicamente en la dentina, la fosfoproteína dentaria (DPP), que tras el colágeno es 

el componente más abundante de la dentina, la DMP1 y la sialoproteína dentinaria 

(DSP). Las dos primeras, segregadas por los odontoblastos, participarían en el 

proceso de mineralización y la última, segregada por odontoblastos jóvenes y 

preameloblastos, participarían en el proceso de interrelación epitelio-mesénquima, 
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que acompaña el desarrollo de las piezas dentarias (Gómez de Ferraris y cols., 

2002). 

2.3.1. SIALOFOSFOPROTEÍNA DENTINARIA 

 La DSPP se escinde inmediatamente después de su secreción en DPP y 

DSP. La DPP está altamente fosforilada y se une a los iones de Ca2+ con alta 

afinidad, a PO3
4− y al colágeno para inducir la mineralización durante la formación de 

dentina, promoviendo la nucleación y el crecimiento de los cristales de hidroxiapatita 

(Prasad y cols., 2010). La DSP es una molécula menos fosforilada, rica en ácido 

aspártico, ácido glutámico, glicina y serina, relacionada con las sialoproteínas y 

participa en la organización de la matriz extracelular de la dentina (Narayanan & 

Ramachandran, 2006). 

2.3.2. PROTEÍNA 1 DE LA MATRIZ DE LA DENTINA 

 La DMP1 es una proteína ácida altamente fosforilada que está 

potencialmente glicosilada (Babaki & Matin, 2020). Estudios funcionales han 

demostrado que DMP1 es esencial en la maduración de odontoblastos, desempeña 

un papel importante en la formación de tejido mineralizado mediante la iniciación de 

la nucleación y la modulación de la morfología de la fase mineral (Qin y col., 2007). 

Una escisión proteolítica postraduccional conduce a dos fragmentos: un N-terminal 

que se encuentra en la predentina no mineralizada, y un C-terminal que se 

encuentra en el frente de mineralización y en la dentina mineralizada y que tiene un 

efecto directo sobre la formación de minerales y el crecimiento de cristales. DMP1 

contiene dominios ricos en serina, glutamato y aspartato, y es altamente ácida, lo 

que le da a la molécula un fuerte potencial de unión al Ca2+ y proporciona un 

microambiente apropiado para la precipitación mineral (Macdougall, 2003; Qin y 

cols., 2007). 

 Estudios han revelado que DMP1, DSPP y la osteocalcina (OCN) se 

expresan significativamente en odontoblastos maduros durante la etapa de 
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mineralización (D’souza y cols., 1997; Papagerakis y cols., 2002; Feng y cols., 2003; 

Babaki & Matin, 2020).  

2.4. ACTIVIDAD DEFENSIVA Y CAPACIDAD REPARATIVA DE LOS 

ODONTOBLASTOS 

 A diferencia de los ameloblastos y cementoblastos, los odontoblastos 

permanecen vivos durante toda la vida del diente (Bleicher y cols., 2015; Simancas-

Escorcia, 2019) y pueden reactivarse frente a agentes irritantes como la caries 

dental para sintetizar una nueva capa de dentina (Pashley y cols., 1996; Bleicher y 

cols., 2015). Este proceso, conocido como “dentinogénesis terciaria”, protege la 

pulpa de la progresión de la lesión, donde, en primera instancia, odontoblastos 

primarios que originalmente se diferenciaron durante el desarrollo del germen del 

diente producen dentina reaccionaria en la interfaz dentina-pulpa adyacente a la 

lesión. Sin embargo, la lesión cariosa puede avanzar comprometiendo la dentina 

profunda y afectando a los odontoblastos hasta su muerte, principalmente por 

apoptosis (Mitsiadis y cols., 2008; Bleicher y cols., 2015). La depleción de 

odontoblastos puede comprometer la salud pulpar y consecuentemente la 

integridad dentaria, conduciendo finalmente a su pérdida (Bleicher y cols., 2015). 

Tras la apoptosis de los odontoblastos primarios se puede activar un "mecanismo 

de protección" mediado por fibrodentinoblastos, células similares a los 

odontoblastos que derivan de la diferenciación de un conjunto de células pulpares 

mesenquimales (Smith y cols., 1995; Simon y cols., 2011; Bleicher y cols., 2015) y 

producen la llamada dentina reparadora, una subclase de dentina terciaria que 

protege aún más la pulpa contra la lesión (Bleicher y cols., 2015). Muchas veces, 

este mecanismo protector no es suficiente para evitar el acceso de la caries 

profunda a la pulpa, afectándola y pudiendo provocar la pérdida del diente (Figura 

3) (Bleicher y cols., 2015).   

 Como se mencionó en el punto 2.2., TGF- es un factor de crecimiento que 

favorece la diferenciación de odontoblastos y su comportamiento secretor (Begue-

Kirn y cols., 1994; Bleicher y cols., 2015). Durante el proceso de caries dental, la 
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dentinogénesis reaccionaria resulta de la solubilización de factores de crecimiento, 

particularmente TGF- de la matriz dentinaria, el cual es responsable de iniciar el 

efecto estimulador sobre los odontoblastos. (Smith y cols., 1995; Bleicher y cols., 

2015). 

 

Figura 3. Estructura de la dentina reparativa en un diente cariado. Figura extraída de Bleicher 

y cols., 2015. Tinción tricrómica de Masson. Cuando el tejido pulpar (P) se lesiona por una lesión de 

caries dentinaria, los odontoblastos primarios (PO) en contacto directo con la lesión a través de los 

túbulos dentinarios (flecha blanca) pueden morir (DO) y ser reemplazados por fibrodentinoblastos 

(FDB), células similares a odontoblastos (OLC), o ambas, que depositan dentina reparativa (RD). En 

todos los casos, la estructura de la RD difiere de la de la dentina primaria (PD), pues la RD está 

menos organizada y puede contener células atrapadas (puntas de flecha blancas). Los vasos 

sanguíneos dilatados (DBV) están presentes debajo de los odontoblastos moribundos y reflejan el 

estado inflamatorio de la pulpa y la activación del sistema inmunológico local (Bleicher y cols., 2015).  

 El número de células madre  disminuye con la edad, lo que trae consigo una 

reducción en la capacidad de autodefensa de la pulpa (Gómez de Ferraris y cols., 

2002). Por esta razón, se han propuesto estrategias destinadas a recuperar un 

diente cariado y/o dañado mediante el tratamiento de la lesión con células madre 

capaces de diferenciarse en odontoblastos (Marei & El Backly, 2018; Koh y cols., 

2021). Para ello, se utilizan células madre mesenquimales (de aquí en adelante 

MSC por sus siglas en inglés Mesenchymal Stem Cells) que se caracterizan por su 

capacidad de autorrenovación y diferenciación multilinaje, que pueden diferenciarse 
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a odontoblastos (Salemi y cols., 2012) y actualmente se utilizan para estrategias de 

reparación dentinopulpar (Marei & El Backly, 2018; Koh y cols., 2021). Las MSC se 

pueden aislar de tejidos dentales humanos como pulpa dental (hDPSC), pulpa de 

dientes deciduos exfoliados (SHED), ligamento periodontal (PDLSC), papila apical 

(SCAP), hueso alveolar (AB-MSC), encía (GMSC) y folículo dental (DFSC) (Huang 

y cols., 2009; Chen y cols., 2012; Brizuela y cols., 2013; Babaki & Matin, 2020) 

(Figura 4). En cuanto a las células madre de la pulpa dental, estas poseen células 

mesenquimáticas con capacidad de diferenciarse a fibroblastos, odontoblastos, 

cementoblastos, osteoblastos, según el estímulo que actúe sobre ellas (Gómez de 

Ferraris y cols., 2002; Murray y cols., 2008; Yen & Yelick, 2011). 

 

Figura 4. Tejidos dentales humanos desde los que se pueden aislar MSC. Las MSC se pueden 

aislar de tejidos dentales humanos como pulpa dental, pulpa de dientes deciduos exfoliados, 

ligamento periodontal, papila apical, hueso alveolar, encía y folículo dental (Huang y cols., 2009; 

Chen y cols., 2012; Brizuela y cols., 2013; Babaki & Matin, 2020). Figura elaborada con Biorender.  

2.5. AUTOFAGIA: VÍA IMPLICADA EN LA DIFERENCIACIÓN DE CÉLULAS 

MADRE 

Las células madre son una herramienta útil para la obtención de células con 

funciones especializadas como los odontoblastos. Sin embargo, el proceso de 

diferenciación es complejo y está regulado por múltiples vías. Por lo tanto, cobra 

relevancia el estudio de nuevos mecanismos moleculares que participen en la 

diferenciación de odontoblastos. Una de las vías que participa en la diferenciación 

de células madre, es la autofagia, un proceso intracelular altamente conservado en 

eucariotas (Dice, 2007; Patel & Cuervo, 2015) en el que diversos componentes 

celulares como proteínas, orgánulos o componentes citoplasmáticos son 

degradados por el lisosoma (Ravikumar y cols., 2010; Bhat y cols., 2017). Se ha 



10 

 

 

 

observado que la autofagia regula tanto la autorrenovación, como la diferenciación 

de células madre (Chen y cols., 2018; Vessoni y cols., 2012; Phadwal y cols., 2013). 

En cuanto a la diferenciación y vida de los odontoblastos, se ha descrito que la 

actividad de la autofagia tendría una relación con la diferenciación, el 

envejecimiento, la actividad secretora y la formación de dentina. A pesar de estos 

estudios, aún queda mucho por comprender respecto a la función que tiene la 

autofagia en la diferenciación de odontoblastos. En gran parte, esto se debe a que 

existen distintos tipos de autofagia y no todos ellos han sido estudiados en este 

proceso de diferenciación. 

2.6. AUTOFAGIA: DEFINICIÓN Y TIPOS 

 La autofagia es un proceso mediante el cual la célula degrada material 

intracelular a través del lisosoma (Ravikumar y cols., 2010; Bhat y cols., 2017). Se 

manifiesta en situaciones de estrés celular como la ausencia de nutrientes, factores 

de crecimiento, oxígeno o cambios en las condiciones ambientales (Mizushima y 

cols., 2004). Su actividad también es importante para la regulación de procesos 

fisiológicos, como la remodelación celular durante el desarrollo del organismo o la 

senescencia celular (Ravikumar y cols., 2010; Bhat y cols., 2017). También, se ha 

considerado como un evento celular fundamental para la protección de las células 

madre contra los daños causados por factores extrínsecos (Salemi y cols., 2012; 

Bhat y cols., 2017).  

 Se han descrito tres tipos diferentes de vías autofágicas, las cuales se 

diferencian en la manera en que el material intracelular (sustrato) que será 

degradado, llega al lisosoma: i) Macroautofagia (principalmente conocida como 

autofagia), ii) Autofagia mediada por chaperonas (desde ahora CMA por sus siglas 

en inglés Chaperone Mediated Autophagy) y iii) Microautofagia endosomal (eMi, del 

inglés Endosomal Microautophagy) (Kaushik & Cuervo,  2018) (Figura 5). 
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2.6.1. MACROAUTOFAGIA 

 La macroautofagia (Figura 5A) es la forma de autofagia más estudiada. Se 

caracteriza por la formación de una doble capa lipídica estructural, llamada 

“omegasoma”, que nace a partir de dominios membranosos intracelulares y se 

expande hasta formar un organelo llamado autofagosoma, que secuestra la carga 

a degradar. Luego, el autofagosoma se fusiona con el lisosoma y esta fusión da 

origen a otra estructura denominada autofagolisosoma, que es el organelo que 

promueve la degradación de la carga. La degradación de la carga, especialmente 

proteínas, genera nuevos metabolitos que regresan al medio citosólico y pueden ser 

reutilizados por la célula (Tooze & Dikic, 2016; Kaushik & Cuervo, 2018). 

2.6.2. MICROAUTOFAGIA 

 La microautofagia se caracteriza por el comportamiento dinámico que 

presenta la membrana lisosomal, la cual se invagina, envolviendo y transportando 

directamente los componentes citosólicos al interior del lumen del lisosoma. Se han 

descrito 3 tipos de microautofagia. Tipo 1, microautofagia con protrusión lisosomal; 

Tipo 2, microautofagia con invaginación lisosomal y Tipo 3, microautofagia con 

invaginación endosomal (Oku & Sakai, 2018). 

 En la microautofagia, la membrana del lisosoma forma pequeñas 

invaginaciones para captar los elementos del citoplasma, que serán introducidos en 

su interior para su posterior degradación. En mamíferos, la microautofagia, también 

está dada por la degradación de dichas proteínas lisosomales, a través de la fusión 

de endosomas tardíos (LEs) a los lisosomas, este proceso se denomina eMi (Figura 

5B) (Tooze & Dikic, 2016; Kaushik & Cuervo, 2018). 

2.6.3. AUTOFAGIA MEDIADA POR CHAPERONAS 

 La CMA (Figura 5C) tiene como característica distintiva, que requiere la 

participación de dos proteínas principales, la proteína chaperona HSC70 (proteína 

de choque térmico relacionada a proteínas de 70 kDa) y la proteína de membrana 
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tipo 2A asociada a lisosomas (LAMP2A), junto con otros cofactores (Dice, 2007; 

Patel & Cuervo, 2015; Kaushik & Cuervo, 2018). A diferencia de la macroautofagia, 

la CMA solo degrada proteínas, no degrada orgánulos ni complejos proteicos mal 

plegados (agregados o inclusiones) y no requiere de la formación de vesículas 

intermedias para entregar la carga al lisosoma (Cuervo y cols., 1998). CMA solo 

degrada proteínas que contienen uno o más motivos relacionados con la secuencia 

de aminoácidos 'KFERQ' (Dice, 1990; Dice, 2007). 

 Es así, como el motivo KFERQ (o uno similar) contenido en la proteína diana 

es reconocido por la chaperona HSC70 para formar un complejo. El complejo 

HSC70-proteína diana interactúa con LAMP2A en la membrana lisosomal para 

impulsar la internalización de la proteína diana en el lumen lisosomal (Dice, 2007).  

 El papel de LAMP2A en la actividad de CMA es crucial, ya que la ausencia 

de LAMP2A perjudica la internalización lisosomal de la proteína objetivo y, por lo 

tanto, su degradación (Dice, 2007; Patel & Cuervo, 2015). Debido a esto, se dice 

que “LAMP2A es el paso limitante del flujo de CMA”, pues elevados niveles de 

proteína LAMP2A están asociados con una alta actividad de CMA y bajos niveles 

de proteína LAMP2A con una baja actividad de CMA (Patel & Cuervo, 2015). 

 Todas las células poseen una actividad basal de CMA, sin embargo, el 

proceso puede ser activado bajo distintas condiciones, tales como, estrés oxidativo, 

privación de nutrientes, exposición a compuestos tóxicos, entre otros. Una 

activación de la CMA puede ser evidenciada por un aumento en los niveles totales 

de LAMP2A y/o HSC70, o por una relocalización de lisosomas positivos para 

LAMP2A en el perinúcleo celular (Cuervo & Dice, 2000; Kaushik & Cuervo, 2018).  
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Figura 5. Vías autofágicas. Esquema básico de los tres diferentes tipos de autofagia de 

mamíferos. Figura extraída de Albornoz y cols., 2022. (A) La macroautofagia es una vía de varios 

pasos que comienza con la formación de un autofagosoma, una estructura vesicular de doble 

membrana que contiene la carga a degradar. El autofagosoma se fusiona con el lisosoma para 

formar un autofagolisosoma, estructura que se fusiona posteriormente con el lisosoma, para 

finalmente degradar el contenido (carga), completando el proceso. (B) La microautofagia, en los 

mamíferos, es impulsada a través de la fusión de los endosomas tardíos (LEs) con los lisosomas, 

recibiendo el nombre de microautofagia endosomal (eMi). Ocurre por medio de invaginación 

lisosomal o por fusión endosomal. (C) La autofagia mediada por chaperonas (CMA) no requiere la 

formación de una estructura de autofagosoma para entregar la carga al lisosoma. Entre otros 

cofactores, CMA requiere la participación de dos proteínas principales, la proteína chaperona HSC70 

y la proteína lisosomal LAMP2A. CMA solo degrada proteínas citosólicas que incluyen uno o más 

motivos relacionados con la secuencia de aminoácidos KFERQ. La secuencia (o motivo) similar a 

KFERQ es reconocida por la proteína chaperona Hsc70 que impulsa su translocación a través de la 

membrana lisosomal asistida por el receptor de membrana LAMP2A (Patel & Cuervo, 2015). En eMi, 

algunas proteínas se incorporan a LEs a través de una forma “en bloque”, pero en CMA, necesitan 

el reconocimiento del motivo KFERQ por parte de la chaperona HSC70. CMA y eMi tienen diversos 

mecanismos para la entrega de sustrato lisosomal, y la principal diferencia es que CMA requiere de 

la proteína LAMP2A para internalizar la proteína de carga en el lisosoma, mientras que eMi no 

(Albornoz y cols., 2022). 
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2.7. ROL DE LA AUTOFAGIA EN LA DIFERENCIACIÓN DE 

ODONTOBLASTOS 

2.7.1. MACROAUTOFAGIA Y DIFERENCIACIÓN DE ODONTOBLASTOS 

 Las diferentes vías autofágicas, regulan múltiples procesos celulares 

fisiológicos y patológicos. Varios estudios indican que la macroautofagia puede 

estar involucrada en la diferenciación, funciones y supervivencia de los 

odontoblastos (Bhat y cols., 2017). Al respecto, Couve y cols. demostraron 

marcadores de macroautofagia en odontoblastos, en un patrón relacionado con la 

edad y sugirieron que la macroautofagia puede ser importante para la viabilidad y la 

función secretora del odontoblasto maduro (Couve & Schmachtenberg, 2011). Estos 

resultados fueron confirmados por otros informes que muestran una alta actividad 

de macroautofagia en células de pulpa dental humana senescentes (Li y cols., 

2012). Otros informes demostraron que la macroautofagia puede cumplir diferentes 

funciones en las células odontoblásticas, entre ellas i) el reciclaje de mitocondrias a 

través de los lisosomas (mitofagia) bajo estrés celular como la hipoxia (Yang y cols., 

2019; Liu y cols., 2022), ii) en la diferenciación de odontoblastos (Pei y cols., 2016; 

Park y cols., 2022) y iii) en la formación de dentina  (Park y cols., 2020; Guo, 2019). 

2.7.2. CMA Y DIFERENCIACIÓN DE ODONTOBLASTOS 

 A pesar de los avances sobre el papel que cumple la macroautofagia en la 

regulación de la diferenciación y las funciones de los odontoblastos, se desconoce 

si la función de la CMA está involucrada en algún aspecto fisiológico o patológico 

de los odontoblastos. Este es uno de los motivos por los cuales este proyecto 

propone investigar el papel de CMA en la diferenciación de odontoblastos. 

 Aunque no hay evidencia directa que conecte la CMA con la diferenciación y 

función de los odontoblastos, algunos estudios han demostrado la relación entre la 

CMA y la diferenciación de células madre. Por ejemplo, Dong y cols. encontraron 

que la actividad de CMA está involucrada en la función de las células madre 

hematopoyéticas (HSC, del inglés Hematopoietic Stem Cells) de ratones adultos. 
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Estos autores demostraron que la actividad de CMA disminuye con la edad en HSC 

y que la regulación positiva de CMA recupera su función hematopoyética. Además, 

encontraron que la actividad elevada de CMA, es necesaria para desencadenar la 

diferenciación de HSC en diferentes linajes y para mantener un conjunto de HSC, 

destinadas a adquirir pluripotencia después de un estímulo activador (Dong y cols., 

2021). Resultados similares fueron mostrados por Xu y cols. utilizando células 

madre embrionarias tridimensionales (ES 3D), donde describen que el estímulo de 

diferenciación de las células 3D regula al alza los niveles de proteína y RNA 

mensajero (mRNA) de LAMP2A. En consecuencia, los autores proponen que la 

regulación genética de LAMP2A suprime la pluripotencia de la línea celular 3D, 

concluyendo que la alta actividad de CMA perjudica la autorrenovación de ES 3D y 

promueve su diferenciación. Por el contrario, una baja actividad de CMA promueve 

la pluripotencialidad de ES 3D, evitando su transición a un estado diferenciado (Xu 

y cols., 2020).  

 Por lo tanto, si una elevada actividad de CMA es necesaria para la 

diferenciación de HSC y ES 3D, entonces, una alta actividad de CMA también 

podría ser necesaria para desencadenar la diferenciación de odontoblastos a 

partir de células pulpares mesenquimáticas.  

 Este proyecto busca estudiar si es necesaria la actividad de CMA para la 

diferenciación de células mesenquimales aisladas desde pulpa dental humana 

(hDPSCs) en odontoblastos funcionales.  
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2.8. NOVEDAD CIENTÍFICA DE LA PROPUESTA 

 A pesar de que la autofagia es de consideración en varios clinical trials de 

biomedicina, esta ha sido poco estudiada en aspectos dentales (Bhat y cols., 2017), 

como en el proceso de reparación dentinopulpar y diferenciación de odontoblastos. 

Adicionalmente, aunque algunos grupos de investigación han logrado avances en 

comprender el papel de la macroautofagia en la diferenciación de odontoblastos, 

aun no se sabe nada sobre las implicaciones de la CMA en este proceso de 

diferenciación. Por lo tanto, la caracterización de CMA en la diferenciación de 

odontoblastos contribuye a una mayor comprensión del mecanismo molecular de 

este proceso biológico. En un futuro, estos avances podrían contribuir al desarrollo 

de tratamientos de aspectos dentales relacionados con la diferenciación de 

odontoblastos como, por ejemplo, inducción de la reparación dentinopulpar para 

evitar la pérdida dentaria producto de la actividad de caries e incluso para evitar 

tratamientos invasivos como la endodoncia ante un compromiso pulpar. 
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3. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

HIPÓTESIS 

La autofagia mediada por chaperonas (CMA) favorece la diferenciación de 

odontoblastos a partir de células mesenquimáticas aisladas desde pulpa dental 

humana.  

OBJETIVO GENERAL 

Determinar si la actividad de la autofagia mediada por chaperonas (CMA) 

regula el proceso de diferenciación de células mesenquimáticas aisladas desde 

pulpa dental humana hacia odontoblastos. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Caracterizar la diferenciación de odontoblastos a partir de células 

mesenquimáticas de la pulpa dental humana. 

2. Evaluar los niveles de expresión de la proteína LAMP2A durante el proceso 

de diferenciación de células mesenquimáticas de la pulpa dental humana. 

3. Evaluar cómo influye la actividad de CMA en el proceso de diferenciación de 

células mesenquimáticas de la pulpa dental humana hacia odontoblastos.  
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

Aislamiento de hDPSCs 

 El aislamiento fue realizado previamente en el Laboratorio de Patología 

Celular y Molecular. Se aislaron y caracterizaron hDPSCs de terceros molares de 

donantes adultos sanos (Figura 6) siguiendo el protocolo de Karamzadeh y cols. 

(Karamzadeh y cols., 2012) (Anexo 1) y bajo protocolo de bioética aprobado en el 

proyecto FIOUCh 2022/05.  

 Las células se encontraban congeladas y almacenadas en crioviales a -80°C, 

a una concentración de 1x106/mL en suero fetal bovino inactivado (FBS por sus 

siglas en inglés Fetal Bovin Serum) (Gibco 10437-028) suplementado con 10% (v/v) 

de dimetilsulfóxido (DMSO) (Winkler BM-0660). Para descongelar la línea celular, 

los crioviales se pasaron rápidamente de -80°C al baño termorregulado a 37ºC. 

 

Figura 6. Aislamiento de hDPSCs. El aislamiento de hDPSCs se realizó desde terceros molares 

de donantes humanos, adultos, sanos. Figura elaborada con Biorender. 

4.1. Caracterización de la diferenciación de odontoblastos a partir hDPSCs.  

 En primer lugar, se evaluaron distintas condiciones de cultivo para optimizar 

la diferenciación de hDPSCs hacia odontoblastos. 

Se prepararon 3 medios de diferenciación suplementados con diferentes 

inductores odontogénicos y 1 medio sin inductores de diferenciación, como control.   

 Como medio basal (control) se utilizó Medio Mínimo Esencial Eagle 

modificación Alfa (Gibco 12000-0222) (-MEM) con Pen-Strep (Biological Industries 
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03-031-1B) (Penicilina 10,000 U/mL y Estreptomicina 10 mg/mL) suplementado con 

10% (v/v) de FBS. 

 Para preparar los tres diferentes medios de diferenciación, el medio -MEM 

se suplementó con FBS al 5% y diferentes inductores odontogénicos. Medio de 

diferenciación DIF (-MEM, 5% FBS, 50 g/mL ácido ascórbico (Sigma-Aldrich 

A8960-5G) y 10 mM β-glicerofosfato (Sigma-Aldrich G9422-50G)), medio de 

diferenciación DIF+ (-MEM, 5% FBS, 50 g/mL ácido ascórbico, 10 mM β-

glicerofosfato y 0,1 M dexametasona (Tocris Bioscience 50-02-2)) y medio de 

diferenciación DIF++ (-MEM, 5% FBS, 50 g/mL ácido ascórbico, 10 mM β-

glicerofosfato, 0,1 M dexametasona y 10 ng/mL TGF-β (R&D Systems 240-B)). 

Cultivo y diferenciación de hDPSCs 

Las células previamente descongeladas, en pasaje entre 3 y 7, con una 

confluencia del 80% aproximadamente, fueron sembradas en 4 placas (para los días 

0, 7, 14 y 21, denominados T0, T7, T14 y T21 respectivamente). En placas Falcon® 

de 12 pocillos, en una densidad de 100.000 células para T0 y 20.000 células por 

pocillo de para T7, T14 y T21, en un volumen de 1 mL de medio basal (Figura 7). 

Se incubaron en la estufa a 37°C con atmósfera humidificada y al 5% en dióxido de 

carbono (CO2) las primeras 24 horas. 

Figura 7. Siembra y cultivo de hDPSCs. 

Siembra de hDPSCs en placas Falcon® de 12 

pocillos, en una densidad de 100.000 células 

para T0 y 20.000 células por pocillo para T7, 

T14 y T21. Las placas se mantuvieron 

incubadas en estufa a 37°C con atmósfera 

humidificada y al 5% en CO2, durante todo el 

proceso de diferenciación y se realizaron 

cambios de medio fresco cada 48 horas. 

Figura elaborada con Biorender. 
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Al día siguiente (día 1), se observaron las células al microscopio óptico y 

fueron lavadas con buffer amortiguador fosfato salino (PBS por sus siglas en inglés 

Phosphate Buffered Saline) (Corning 46-013-CM) (NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; 

Na2HPO4 10 mM; KH2PO4 2 mM; pH 7,4) para realizar el cambio del medio basal 

por los medios de diferenciación en los pocillos que correspondientes (Figura 8). La 

diferenciación de las hDPSCs a odontoblastos se realizó por 21 días según Park y 

cols. (Park y cols., 2021) utilizando las distintas condiciones de diferenciación 

(Figura 8). Se agregó 1 mL de medio de cultivo a cada pocillo. Las células se 

mantuvieron en estufa a 37°C con 5% de CO2 durante todo el proceso de 

diferenciación según los tiempos establecidos (T0, T7, T14 y T21), realizando 

cambios de medio fresco cada 48 horas. 

 En los días 0, 7, 14 y 21 se fijaron las células (Figura 8, pocillos A) de cada 

condición para caracterizar cualitativamente el proceso de diferenciación a través 

de tinción con solución alizarin red (Sigma-Aldrich 104K2507), y se recolectaron 

muestras (Figura 8, pocillos B y C) para evaluar mediante western blot la expresión 

de los marcadores de formación de dentina, DSPP y DMP1 (K. Sagomonya y cols., 

2015). 

 

Figura 8. Día 1 de diferenciación. 24 horas después de sembradas las células, se indujo la 

diferenciación de hDPSCs, agregando los medios de diferenciación DIF, DIF++ y DIF en las 

columnas 2, 3 y 4 respectivamente, mientras la columna 1 se mantuvo con medio basal como control. 

El pocillo A de cada condición para fijación y posterior tinción con alizarin red y los pocillos B y C 

para recolectar muestras para ensayo de western blot a lo largo de la diferenciación. Figura 

elaborada con Biorender. 
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4.1.1. Caracterización cualitativa de la diferenciación de hDPSCs mediante 

tinción con alizarin red. 

La tinción con alizarin red es un método comúnmente utilizado para evaluar 

la formación de sales de Ca2+ en células en cultivo (Gregory y cols., 2004). La 

solución es un colorante aniónico (negativamente cargado) que pertenece a la 

familia de los colorantes de antraquinona. Su estructura química contiene grupos 

carboxilato (-COO-) que son los responsables de su capacidad de unión al Ca2+ en 

los depósitos de fosfato de Ca2+ celular (Gregory y cols., 2004). Por lo tanto, la 

tinción con alizarin red permite la visualización clara y precisa de las áreas de 

mineralización.  

Fijación de las células a la placa 

 Se realizaron 3 lavados con 1 mL de PBS cada uno, para luego retirar la placa 

de la campana de cultivo y trasladarla hacia la campana de extracción. Las células 

fueron fijadas con 600 L de Paraformoaldehído (PFA) (Thermo Scientific 28908) al 

4% por 20 minutos a temperatura ambiente, tras lo cual se realizaron nuevamente 

3 lavados con PBS.  

Tinción 

 Se agregaron 600 L de solución alizarin red (Sigma-Aldrich 104K2507) (2% 

(p/v); pH 4.3) y se incubó 1 hora en agitación y oscuridad. A continuación, se 

realizaron 3 lavados con 1 mL de agua destilada por pocillo, durante 5 minutos cada 

uno, también en agitación. Se dejaron secar las placas, se sellaron con papel 

Parafilm y fueron guardadas a 4ºC hasta realizar registro fotográfico de cada uno 

de los pocillos con cámara profesional (Cannon PowerShot SX60 HS) y trípode. 

Este procedimiento se llevó a cabo completados cada uno de los tiempos, es decir 

T0, T7, T14 y T21. 
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 Es de importancia destacar que los resultados de tinción con alizarin red se 

obtenían inmediatamente a medida que avanzaba la diferenciación (tiempos 0, 7, 

14 y 21), mientras que los ensayos de western blot se realizaron al terminar el 

proceso de diferenciación, cuando todas la muestras habían sido recolectadas.   

4.1.2. Ensayo de western blot  

Preparación de Gel de Poliacrilamida 

Se preparó a temperatura ambiente, un gel de separación de proteínas al 

10% acrilamida (v/v) con agua destilada, acrilamida (Bio-Rad 1610156) al 30%, Tris 

(Winkler BM-2000) 1.5 M pH 8.8, Dodecil Sulfato de Sodio (SDS por sus siglas en 

inglés Sodium Dodecyl Sulfate) (Winkler BM-1650) al 10%, persulfato de amonio 

(Sigma-Aldrich A3678-25G) al 10% y TEMED (Thermo Scientific 28656355) y sobre 

él se preparó un gel de apilamiento al 5% acrilamida (v/v) con agua destilada, 

acrilamida al 30%, Tris 1.0 M pH 6.8, SDS 10%, persulfato de amonio al 10% y 

TEMED.  

Extracción de proteínas 

Se agregó un volumen de 70 l de Buffer RIPA 1X (tampón de ensayo de 

radio inmunoprecipitación) que contiene inhibidor de proteasas 1% (Thermo 

Scientific A32963). Se incubó durante 30 minutos en hielo y se centrifugó a 12.000 

revoluciones por minuto (rpm) por 15 minutos para luego recuperar el sobrenadante 

y almacenar a -20ºC.  

Cuantificación de proteínas 

La cuantificación de proteínas se realizó a través del Pierce™ BCA Protein 

Assay (Thermo Scientific 23225). Para ello, se utilizó una placa de 96 pocillos de 

fondo plano, en donde se realizó una curva de calibración en triplicado con 

diluciones de una ampolla de albumina de suero bovino 2 mg/mL en agua destilada. 

Luego, se agregó por triplicado 1 L por muestra de interés diluida en 24 l de agua 

destilada. Finalmente, se agregaron 200 L por pocillo del mix de reactivos del kit 
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(Reactivo B / Reactivo A 1:50) y se incubó por 30 minutos a 37ºC en oscuridad. 

Posterior a la incubación se realizó la medición de absorbancia en 

espectrofotómetro a 560 nm. Se analizaron los datos y se extrapolaron las 

concentraciones de proteínas por muestra según la curva de absorbancia de 

concentraciones conocidas. 

Denaturación de proteínas 

Se denaturaron las proteínas a 95ºC por 5 minutos en solución de carga SDS-

PAGE 4X (Tris-HCl 25 mM pH 7.5; glicerol 32% (v/v); 2 mercaptoetanol 20%; SDS 

9,2%; azul de bromofenol 0,02%) y agua destilada según correspondía. 

Electroforesis en gel de poliacrilamida 

La separación de las proteínas según su masa relativa se realizó en los geles 

de poliacrilamida al 10% (v/v) previamente descritos. Se cargó la misma cantidad 

total de proteínas (25-30 g por carril) y la electroforesis se realizó en solución de 

electroforesis 1X (Tris-Base 0.3% (p/v); glicina 1.44% (p/v); SDS 0.1% (p/v); pH 8.6) 

a 80 Voltios (V) durante los primeros 15 minutos y luego a 120 V hasta la caída del 

frente de corrida (1 hora y 20 minutos aproximadamente). 

Electrotransferencia de proteínas 

Las proteínas se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Bio-

Rad BR20220520) a través de transferencia semi seca o húmeda. Para la 

transferencia semi seca se usó el equipo de transferencia electroforética Trans-Blot® 

Turbo™ Transfer System semi seco (Bio-Rad, USA), en solución de transferencia 

durante 10 minutos. En caso de transferencia húmeda, el gel y la membrana se 

colocaron en forma de sándwich entre esponja y papel del kit (esponja/papel 

filtro/membrana/gel/papel filtro/esponja), asegurándose de que no quedaran 

burbujas de aire entre el gel y la membrana y cerrando el sándwich firmemente. El 

sándwich se sumergió en la solución de transferencia húmeda (Tris 25 mM; glicina 

192 mM; metanol 20%). Se le aplicó un campo eléctrico y se dejó toda la noche, a 

30 V por 960 minutos (16 horas) a 4°C. 
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Completado el proceso de transferencia, se tiñó la membrana con Rojo 

Ponceau al 5% (v/v) por 5 minutos para verificar la transferencia de las proteínas. 

Luego se eliminó el Rojo Ponceau y se bloqueó la membrana con solución de 

bloqueo al 5% Albúmina de Suero Bovino (BSA por sus siglas en inglés Bovin Serum 

Albumin) (Winkler BM-0150) en TBS-Tween20 (Sigma-Aldrich P1379-250mL) 0.1%, 

por 1 hora con agitación suave, para bloquear los sitios de unión no específicos. 

Incubación de anticuerpos y revelado 

Las proteínas cuya expresión fue analizada mediante western blot fueron 

DSPP, DMP1 y LAMP2A. La expresión relativa de estas proteínas fue analizada en 

comparación con la expresión del anticuerpo primario β-Actina, usado como control 

de carga o housekeeping, que no requiere de anticuerpo secundario (Tabla 1).  

Las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas durante toda la noche, a 

4°C con los anticuerpos primarios (Tabla 1), según correspondía, preparados en 

solución BSA al 3% (p/v). 

Al día siguiente, se lavaron las membranas 3 veces con TBS-Tween20 0,1%, 

para luego incubar el anticuerpo secundario, en todos los casos, anti-Rabbit-HRP, 

preparado en TBS-Tween20 0,1%, durante 1 hora a temperatura ambiente y 

agitación. La membrana se lavó 3 veces, 5 minutos cada vez.  

Las membranas con sustrato Clarity™ Western ECL Substrate (Bio-Rad 170-

5061) fueron expuestas en el sistema de adquisición y análisis de imágenes foto-

documentador Li-Cor modelo Odyssey FC, para revelar la señal semicuantitativa de 

expresión de proteínas. Para revelar -Actina, se utilizó el sustrato EZ-ECL 

(Biological Industries 20-500-1000A/B). 

Para incubar distintos anticuerpos, de peso semejante, se realizó stripping 

con solución Mild Stripping (glicerina 15 gr; SDS 1 gr; Tween20 10 L, pH 2.2) para 

eliminar anticuerpos anteriores de la membrana.  
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Tabla 1. Anticuerpos utilizados. 

Anticuerpo Tipo Dilución  Marca Cat # kDa 

DSPP Rabbit Primario 1:2.000 Novus NBP2-92546 130kDa 

DMP1 Rabbit Primario  1:2.000 Invitrogen PA5-103323 57kDa 

LAMP2A Rabbit Primario 1:1.000 Abcam 18528 105kDa 

β-Actina Rabbit Primario  1:25.000 Sigma-Aldrich A3854 43kDa 

anti-Rabbit-HRP Secundario 1:10.000 Rockland 611-1322 - 

Alexa Fluor® 586  

Anti-Rabbit 

Secundario 1:500 Life 

Technologies 

A11036 - 

Cuantificación de bandas 

Para la cuantificación relativa de proteínas, la intensidad de las bandas de 

proteínas fueron calculadas mediante densitometría utilizando el programa ImageJ 

(Software). 

Análisis estadísticos 

Los resultados fueron evaluados utilizando el software GraphPad Prism 8 

(Software, La Jolla, CA, EE. UU.). Se analizó la distribución de los datos y se 

realizaron pruebas de ANOVA de una y dos vías, con las prueba de comparaciones 

múltiples de Dunnet y Tukey respectivamente, así como test de Student pareado. 

Las diferencias fueron consideradas estadísticamente significativas con p<0.05. Los 

datos fueron expresados como promedio ±SEM de al menos 3 experimentos 

independientes (n ≥3). Para el caso de las fotografías, éstas son imágenes 

representativas de al menos 3 experimentos independientes (n ≥3). 

4.2. Reducción de la expresión de la proteína LAMP2A en hDPSCs. 

Actualmente no existen métodos químicos adecuados para bloquear 

selectivamente la CMA (Patel & Cuervo, 2015). La única forma selectiva y eficaz de 

inhibir la CMA es disminuyendo o eliminando los niveles intracelulares de la proteína 

LAMP2A, el receptor de CMA. La disminución o eliminación de LAMP2A reduce o 

impide la translocación del sustrato CMA al interior del lisosoma (Schneider y cols., 

2014; Patel & Cuervo, 2015). Para esta tesis se planteó disminuir los niveles de 
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expresión de la proteína LAMP2A mediante la incorporación lentiviral de un short 

hairpin RNA específico para el mRNA de lamp2a (shRNA lamp2a).  

Infección lentiviral de células hDPSCs con shRNA para lamp2a 

La infección de las células mesenquimáticas hDPSCs se realizó con 

partículas lentivirales de segunda generación que habían sido previamente 

producidas en nuestro Laboratorio de Patología Celular y Molecular. Dichas 

partículas expresan un shRNA contra el RNA mensajero lamp2a humano, lo que 

permite la disminución de la expresión de la proteína LAMP2A. 

Para la generación de las partículas lentivirales, se sembraron en una placa 

de 6 pocillos y se mantuvieron con 2 mL de medio basal, hasta alcanzar una 

confluencia del 70%. Posteriormente se procedió a agregar 8 g/mL de Polibreno 

(Bromuro de Hexadimetrina) (Sigma-Aldrich H9268-5G) y 200 L de partículas 

lentivirales conteniendo el plásmido pLVX shRNA lamp2a humana que permite la 

expresión del shRNA contra lamp2a, además este vector expresa una proteína 

fluorescente verde (GFP por sus siglas en inglés Green Fluorescent Protein) que 

emite fluorescencia en la zona verde del espectro visible. Las células se 

mantuvieron en la estufa por 24 horas. Pasadas las 24 horas se observó la placa 

directamente en un microscopio de fluorescencia, donde una alta fluorescencia 

(GFP) es indicativo de una transducción eficiente. Se retiró el medio de cultivo y se 

lavó con PBS. Para que las células continuasen dividiéndose, fueron removidas con 

1X Tripsina-EDTA (Gibco 15400-054) y se traspasaron a una placa de 100 mm2 con 

10 mL de medio basal y se dejaron crecer hasta una confluencia de 90% antes de 

ser removidas nuevamente para ser utilizadas y congeladas a -80°C.  

Epifluorescencia de células transducidas 

Las células se fijaron con PFA durante 20 minutos a temperatura ambiente, 

se lavaron tres veces con PBS 1X por 5 minutos. Para la tinción de núcleos celulares 

se utilizó Hoechst (Invitrogen, USA 33342) en dilución 1:5000 (color azul) en 

solución de Bloqueo (PBS + BSA al 2%) por 5 minutos en oscuridad. Posteriormente 

las células fueron lavadas 3 veces con PBS 1X. Los vidrios de 18 mm fueron 
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montados en portaobjetos utilizando medio DAKO como montaje. Las fotos fueron 

tomadas con microscopio de epifluorescencia invertido Eclipse Ti-s (Nikon 

Instrument). 

Una vez obtenida la línea celular, se evaluó en microscopio de EPI 

fluorescencia, la expresión de la proteína fluorescente GFP de las células hDPSCs-

shlamp2a comparado con su control hDPSCs. Se calculó el porcentaje de infección 

de la línea shlamp2a con el programa ImageJ (Software).  

Caracterización de la eficacia de shRNA contra LAMP2A mediante western blot 

Luego, se realizó la caracterización de la eficiencia de shRNA contra 

LAMP2A respecto de su control hDPSCs, mediante western blot según punto 4.1.2. 

(descripción del procedimiento de western blot).  

4.2.1. Caracterización cualitativa de la diferenciación de la línea celular con 

baja expresión de la proteína LAMP2A mediante tinción con alizarin red. 

Cultivo y diferenciación de hDPSCs y hDPSCs-shlamp2a 

Se inició el proceso de diferenciación de hDPSCs en células control 

(hDPSCs) y en células con niveles reducidos de la proteína LAMP2A (hDPSCs-

shlamp2a) para caracterizar cualitativamente la diferenciación en la línea celular 

hDPSCs-shlamp2a a través de tinción con alizarin red según punto 4.1.1.  

Con una confluencia del 80% aproximadamente, en 4 placas Falcon® de 12 

pocillos, se sembraron células hDPSCs y hDPSCs-shlamp2a (Figura 9) a una 

densidad de 100.000 células para T0, y 20.000 células por pocillo para T7, T14 y 

T21, en un volumen de 1 mL de medio basal por pocillo. 

Al día siguiente (día 1), las células fueron lavadas una vez con PBS para 

posteriormente inducir la diferenciación por 21 días. Para este experimento se utilizó 

medio basal y medio de diferenciación DIF++ (Figura 9). Se agregó 1 mL de cada 

uno de los medios por pocillo, y las células se mantuvieron incubadas en estufa 
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durante todo el proceso de diferenciación. Se realizaron cambios de medio fresco 

cada 48 horas. 

Tinción con alizarin red 

 Los días 0, 7, 14 y 21 se fijaron las células del pocillo A de cada condición y 

se tomaron muestras de los pocillos B y C para evaluar mediante western blot los 

marcadores de formación de dentina, DSPP y DMP1 según punto 4.1.2. 

(descripción del procedimiento de western blot) (Figura 9). 

 

Figura 9. Siembra de línea celular con niveles reducidos de la proteína LAMP2A (hDPSCs-

shlamp2a) y control (hDPSCs). Se sembraron Las columnas 1 y 2 con hDPSCs y las columnas 3 

y 4 con hDPSCs-shlamp2a, en 4 placas Falcon® de 12 pocillos, en una densidad de 100.000 células 

para T0 y 20.000 células por pocillo para T7, T14 y T21. 24 horas tras la siembra (día 1), se indujo 

la diferenciación, agregando medio DIF++ en columnas 2 y 4. El pocillo A de cada condición para 

fijación y posterior tinción con alizarin red y los pocillos B y C para recolectar muestras para ensayo 

de western blot a lo largo de la diferenciación. Figura elaborada con Biorender. 

4.3. Sobreexpresión de la proteína LAMP2A en hDPSCs. 

La técnica de transducción a través de partículas lentivirales no fue efectiva 

para la sobreexpresión de los niveles de la proteína LAMP2A (Anexo 2). Por este 

motivo, se realizó a través de un método diferente al utilizado para disminuir sus 

niveles.  
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Transfección con plásmido mediante el reactivo de transfección Lipofectamina™ 

2000 

Se procedió a crear otra línea que sobreexpresa la proteína LAMP2A, a 

través de la transfección de un plásmido pCMVG Entry MyC flag lamp2a humana, 

que contiene un gen de resistencia al antibiótico gentamicina (G418) (InvivoGen ant-

gn-1). Esto se llevó a cabo con un kit de Lipofectamina™ 2000 (Invitrogen 11668-

027), un reactivo de transfección basado en liposomas catiónicos para preparar 

complejos autoensamblados con ADN plasmídico que contenía el gen de interés. 

Lipofectamina™ 2000 ha demostrado transfectar eficazmente una amplia variedad 

de líneas de células en suspensión y adherentes.  

Para llevar a cabo este procedimiento se sembraron 100.000 células en una 

placa de 12 pocillos. Luego de 24 horas, las células alcanzaron una confluencia 

entre el 80% y 90%, necesaria para comenzar la transfección, luego se preparó el 

complejo DNA-liposoma. Se utilizaron dos tubos eppendorf denominados como tubo 

A, que contenía el DNA plasmídico más medio Opti-Mem™ (Gibco 31985-070) sin 

FBS y tubo B, que contenía la Lipofectamina™ 2000 más medio Opti-Mem sin suero 

y se incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, el tubo A se 

incubó en el tubo B por 30 minutos. Además, se utilizó un control que contenía 

solamente Lipofectamina. Finalmente, el complejo y el control se agregaron 

directamente al medio de cultivo celular y se incubó a 37°C. 

Las concentraciones finales por pocillo de cada componente se reflejan en la 

siguiente tabla (Tabla 2). 

Tabla 2. Componentes transfección con Lipofectamina. 

Superficie de área 

por pocillo 

DNA final por 

pocillo 

Lipofectamina final por 

pocillo 

Volumen final Opti-

Mem por tubo 

4 cm2 1 g 2 L 100 L 

Posterior a las 24 horas de la transfección, el medio de cultivo se cambió dos 

veces por semana por medio fresco suplementado con G418 a una concentración 

de 200 g/mL para seleccionar las colonias que expresan el gen de interés y 
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provocar la muerte celular de las que no presentan esta resistencia. La línea fue 

denominada MyC Entry lamp2a. 

Inmunofluorescencia indirecta 

Para determinar aproximadamente los niveles de LAMP2A, se realizó un 

ensayo de inmunofluorescencia con la línea control (hDPSCs), la línea estable con 

actividad disminuida de LAMP2A (hDPSCs-shlamp2a) y la línea con actividad 

aumentada de LAMP2A (hDPSCs-MyC Entry lamp2a), incubando el anticuerpo 

primario para LAMP2A (Tabla 1). 

Las líneas celulares fueron sembradas en placas de 6 pocillos a una 

concentración de 1x105 células sobre vidrios de 15 mm previamente tratados con 

poly-L-lisina (PLL) (Sigma-Aldrich P4832-50mL). Se mantuvieron los pocillos con 

medio basal. Las células fueron fijadas con PFA al 4% por 20 minutos a temperatura 

ambiente, permeabilizadas con Tritón X-100 al 0.1% (v/v) por 5 minutos en hielo. 

Las uniones no específicas fueron bloqueadas con BSA al 2% (p/v) en PBS filtrado, 

durante 20 minutos a temperatura ambiente. Las células fueron incubadas con el 

anticuerpo primario anti-LAMP2A y posteriormente fueron lavadas 3 veces con PBS 

e incubadas con anticuerpo secundario fluorescente Alexa Fluor® 568 anti-Rabbit 

(Life Technologies A11036) (Tabla 1) utilizado en dilución 1:500, en oscuridad 

durante 2 horas. Para la tinción de núcleos celulares se utilizó Hoechst. Finalmente, 

los vidrios de 15 mm fueron montados en portaobjetos utilizando medio DAKO como 

montaje. Las fotos fueron tomadas con microscopio de epifluorescencia invertido 

Eclipse Ti-s. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Caracterización de la diferenciación de odontoblastos a partir de 

hDPSCs. 

Para determinar la combinación óptima (o más eficaz) de inductores de 

diferenciación odontoblástica a partir de hDPSCs, se probaron distintos medios de 

diferenciación (DIF, DIF+, DIF++) (Tabla 3) durante 7, 14 y 21 días de cultivo celular. 

En cada uno de estos días, las distintas condiciones de diferenciación fueron 

evaluadas a través de la tinción de alizarin red (Figura 10) o mediante western blot  

(Figura 11, Figura 12, Figura 13 y Figura 14). 

Tabla 3. Medios de cultivo de hDPSCs. 

Medio Composición 

Medio Basal (Control) Medio -MEM 10X con Pen-Strep (Biological Industries 03-031-1B) 

(Penicilina 10,000 U/mL y Estreptomicina 10 mg/mL) suplementado 

con: 

- FBS al 10%. 

Medio de diferenciación  

DIF 

Medio basal suplementado con: 

- FBS al 5%. 

- Ácido ascórbico 50 g/mL. 

- β-glicerofosfato 10 mM. 

Medio de diferenciación  

DIF+ 

Medio basal suplementado con:  

- FBS al 5%. 

- Ácido ascórbico 50 g/mL. 

- β-glicerofosfato 10 mM. 

- Dexametasona 0,1 M.  

Medio de diferenciación 

DIF++ 

Medio basal suplementado con:  

- FBS al 5%. 

- Ácido ascórbico 50 g/mL. 

- β-glicerofosfato 10 mM. 

- Dexametasona 0,1 m.  

- Factor de Crecimiento Transformante-beta (TGF-β) 10 

ng/mL.  
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Caracterización de la diferenciación de hDPSCs mediante tinción con alizarin red a 

lo largo del proceso de diferenciación 

La tinción con alizarin red es un método comúnmente utilizado para evaluar 

la formación de sales de Ca2+ de células en cultivo (Gregory y cols., 2004). Alizarin 

red específicamente se une a los iones de Ca2+ en forma de complejos químicos, 

formando un complejo alizarin red-Ca2+, que permite la visualización de áreas ricas 

en Ca2+ a través de depósitos de color rojo/café que contrastan con el color de los 

tejidos circundantes, lo que facilita la observación de la formación y cantidad de 

mineralización en las muestras.  

La deposición de Ca2+ fue observable claramente después de 14 días de la 

inducción de la diferenciación y aumentó aún más a los 21 días de inducción 

odontogénica. Al comparar la condición en medio basal respecto a las condiciones 

de diferenciación, se observa un aumento en cuanto a la deposición mineral en las 

condiciones DIF, DIF++ y DIF+. Al comparar las condiciones de diferenciación entre 

sí, se observa una mayor cantidad de depósitos de Ca2+ en el medio DIF++ 

(suplementado con TGF-) a lo largo de todo el proceso (Figura 10).  
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Figura 10. Evaluación de la deposición de calcio mediante tinción con alizarin red. hDPSCs 

fueron incubadas por 7, 14 o 21 días (T7, T14, T21) con medio basal (-MEM suplementado con 

10% v/v FBS) o tres diferentes medios de diferenciación (DIF: -MEM, 5% FBS, 50 g/mL ácido 

ascórbico y 10 mM β-glicerofosfato. DIF+: -MEM, 5% FBS, 50 g/mL ácido ascórbico, 10 mM β-

glicerofosfato y 0,1 M dexametasona. DIF++: -MEM, 5% FBS, 50 g/mL ácido ascórbico, 10 mM 

β-glicerofosfato y 0,1 M dexametasona y 10 ng/mL TGF-β). Posteriormente, las células fueron 

teñidas con alizarin red. Se observan depósitos ricos en Ca2+ (rojo) en las condiciones DIF, DIF+ y 

DIF++, los cuales van en aumento a lo largo del proceso de diferenciación. Imagen representativa 

de un n=3. Figura elaborada con Inkscape.  

En base a este resultado, en donde la mayor cantidad de depósito mineral se 

observa con el medio de diferenciación suplementado con dexametasona y TGF- 

(DIF++), se tomó la decisión de realizar las siguientes diferenciaciones con la 

condición de diferenciación DIF++.  
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Evaluación de los niveles proteicos de los marcadores odontogénicos DMP1 y 

DSPP durante el proceso de diferenciación de hDPSCs mediante western blot 

Posterior a la evaluación colorimétrica de la diferenciación mediante alizarin 

red, se procedió a caracterizar, mediante western blot, los niveles proteicos de dos 

marcadores clásicos de diferenciación odontoblástica, las proteínas DMP1 y DSPP.  

Tanto en la evaluación de la expresión de DMP1 (Figura 11), como de DSPP 

(Figura 12), al comparar la expresión relativa de la proteína entre los distintos 

medios de diferenciación, esta fue mayor en la condición de diferenciación sin 

suplemento de dexametasona y TGF- (DIF), y la menor expresión proteica se da 

en el medio de diferenciación suplementado con dexametasona y TGF- (DIF++). 

Esto indicaría que, evaluado mediante western blot, DIF es la condición más eficaz 

en la diferenciación de hDPSCs (T7, T14, 21). Por lo tanto, al evaluar los niveles de 

expresión de las proteínas marcadoras de diferenciación odontoblástica, DMP1 y 

DSPP a lo largo del proceso de diferenciación, se obtuvieron resultados que difieren 

a los obtenidos en la evaluación cualitativa. 

 

Figura 11. Niveles de expresión de DMP1. (A) Imagen representativa de western blot que muestra 

los niveles de expresión de la proteína DMP1 a lo largo del proceso de diferenciación de hDPSCs. 

Se observa una banda de aproximadamente 57kDa que corresponde al fragmento C-terminal de 
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DMP1, el cual es el dominio funcional esencial de dicha proteína. (B), (C) y (D) Cuantificación de la 

expresión relativa de la proteína DMP1 en los días 7, 14 y 21 (T7, T14 y T21 respectivamente). Los 

resultados corresponden a un n=4 en T7 y T21 y n=5 en T14. Se utilizó test de ANOVA de 1 vía 

seguido de la prueba de múltiples comparaciones de Dunnet para determinar la significancia 

estadística. ns: no significativo; *: p<0,05; **: p<0,005. 

 

Figura 12. Niveles de expresión de DSPP. (A) Imagen representativa de western blot que muestra 

los niveles de expresión de la proteína DSPP a lo largo del proceso de diferenciación de hDPSCs. 

Se observa la presencia de una doble banda, de aproximadamente 130kDa que corresponde a 

DSPP, antes de su escisión N-terminal en DSP de 37kDa. (B), (C) y (D) Cuantificación de la 

expresión relativa de la proteína DSPP en los días 7, 14 y 21 (T7, T14 y T21 respectivamente). Los 

resultados corresponden a un n=3 en T7 y T14 y n=4 en T21. Se utilizó test de ANOVA de 1 vía 

seguido de la prueba de múltiples comparaciones de Dunnet para determinar la significancia 

estadística. ns: no significativo; *: p<0,05.  

Dada la no concordancia entre los resultados de la evaluación cualitativa 

(alizarin red), donde se obtuvo una diferenciación más eficaz tras la suplementación 

con TGF- (DIF++) y la evaluación cuantitativa (western blot), donde por el contrario 

los mejores resultados de diferenciación se obtuvieron sin suplemento de TGF- 

(DIF), nos planteamos evaluar si la condición DIF++ podría estar induciendo la 

diferenciación de las células hDPSCs en tiempos más tempranos a los 7 días. Para 

ello, se evaluaron, mediante western blot, los niveles de expresión de DMP1 y DSPP 
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en los días 1, 2, 4 y 7 post diferenciación con la condición DIF++. Interesantemente, 

se evidenció un aumento significativo en los niveles de expresión de las proteínas 

DMP1 (Figura 13) y DSPP (Figura 14) en los días 1 y 2 de diferenciación. 

Específicamente, para el caso de DMP1 (Figura 13), sus niveles aumentaron el día 

1 pero inmediatamente disminuyeron en el día 2, 3 y 4. En cuanto a DSPP (Figura 

14), en el día 2 se observa el mayor aumento de los niveles proteicos, los cuales 

descienden a partir del día 4. Estos resultados indican que, en las condiciones 

experimentales evaluadas, el agregado de TGF- (DIF++) induce una diferenciación 

de células hDPSCs a partir entre el día 1 y 2 de la inducción del estímulo.  

 

Figura 13. Niveles de expresión de DMP1 en tiempos tempranos. (A) Imagen representativa de 

western blot que muestra los niveles de expresión de la proteína DMP1 en los primeros 7 días de 

diferenciación de hDPSCs. (B), (C), (D) y (E) Cuantificación de la expresión relativa de la proteína 

DMP1 en los días 1, 2, 4 y 7 (T1, T2, T4 y T7 respectivamente). Los resultados corresponden a un 

n=4. Se utilizó test de student pareado. *: p<0,05. 
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Figura 14. Niveles de expresión de DSPP en tiempos tempranos. (A) Imagen representativa de 

western blot que muestra los niveles de expresión de la proteína DSPP en los primeros 7 días de 

diferenciación de hDPSCs. (B), (C), (D) y (E) Cuantificación de la expresión relativa de la proteína 

DSPP en los días 1, 2, 4 y 7 (T1, T2, T4 y T7 respectivamente). Los resultados corresponden a un 

n=5. Se utilizó test de student pareado. *: p<0,05; ***: p<0,0005. 

5.2. Evaluación de los niveles de expresión de la proteína LAMP2A durante 

el proceso de diferenciación de hDPSCs a odontoblastos.  

Es importante recalcar que la componente limitante de la vía autofágica CMA 

es la proteína LAMP2A (Patel & Cuervo, 2015). Por lo tanto, altos niveles de 

LAMP2A se relacionan con una elevada actividad de CMA y viceversa. Basados en 

esta evidencia, para estudiar si la actividad de CMA está involucrada en el proceso 

de diferenciación de hDPSCs hacia odontoblastos, se evaluaron los niveles de 

LAMP2A mediante western blot a tiempos largos (T7, T14 y T21) y cortos (T1, T2, 

T4 y T7) del proceso de diferenciación. En la Figura 15 se observan los niveles de 

LAMP2A a tiempos largos, con los diferentes medios de diferenciación, mientras 

que en la Figura 16 se observan los niveles de LAMP2A a tiempos tempranos, 

utilizando el medio completo de diferenciación que contiene TGF- (DIF++). 
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En la Figura 15 se evidencia que los niveles de expresión de la proteína 

LAMP2A disminuyen con el estímulo de diferenciación, siendo esto significativo al 

día 14. Dichos niveles tienden a recuperase al día 21. Por otro lado, en la Figura 16 

se observa un peak en los niveles de expresión de la proteína LAMP2A en los días 

1 y 2. Posteriormente, los niveles disminuyen al día 4 y 7. 

 

Figura 15. Niveles de expresión de LAMP2A. (A) Imagen representativa de western blot que 

muestra los niveles de expresión de la proteína LAMP2A a lo largo del proceso de diferenciación de 

hDPSCs. (B), (C) y (D) Cuantificación de la expresión relativa de la proteína LAMP2A en los días 7, 

14 y 21 (T7, T14 y T21 respectivamente). Los resultados corresponden a un n=3. Se utilizó test de 

ANOVA de 1 vía con la prueba de múltiples comparaciones de Dunnet. ns: no significativo, **: 

p<0,005. 
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Figura 16. Niveles de expresión de LAMP2A en tiempos tempranos de la diferenciación de 

hDPSCs. (A) Imagen representativa de western blot que muestra los niveles de expresión de la 

proteína LAMP2A en los primeros 7 días de diferenciación de hDPSCs. (B), (C), (D) y (E) 

Cuantificación de la expresión relativa de la proteína LAMP2A en los días 1, 2, 4 y 7 (T1, T2, T4 y T7 

respectivamente). Los resultados corresponden a un n=5. Se utilizó test de student pareado. ns: no 

significativo; *: p<0,05; **: p<0,005. 

5.3. Impacto de la reducción de la expresión de la proteína LAMP2A en el 

proceso de diferenciación de hDPSCs. 

Está descrito que la reducción de los niveles de la proteína LAMP2A, 

disminuye la actividad de CMA (Patel & Cuervo, 2015). Por lo tanto, para estudiar 

si la actividad de CMA es necesaria para la diferenciación de hDPSCs hacia 

odontoblastos, se propuso crear una línea celular de hDPSCs que tuviese bajos 

niveles de LAMP2A. Para ello, se produjeron partículas lentivirales que permiten la 

expresión de un shRNA específico para el mRNA humano del gen lamp2a.  
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Infección lentiviral de células hDPSCs con shRNA para LAMP2A 

En el laboratorio se generaron las partículas lentivirales conteniendo el 

plásmido pLVX shRNA lamp2a. Este plásmido, además del shRNA lamp2a, expresa 

la proteína fluorescente verde GFP. Por lo tanto, las células infectadas pueden ser 

fácilmente evidenciadas al microscopio de fluorescencia. Al evaluar en microscopio 

de epifluorescencia las células transducidas (Figura 17), se determinó que fue 

posible obtener una línea celular hDPSCs que exprese establemente la proteína 

fluorescente GFP (Figura 17B). Al evaluar la eficiencia de transducción, contando 

las células positivas para GFP respecto de las células totales, se determinó que la 

nueva línea creada (hDPSCs-shlamp2a) expresa la proteína fluorescente GFP en 

un porcentaje >90%. Posteriormente, se procedió a evaluar si la línea hDPSCs-

shlamp2a, además de expresar la proteína GFP, tenía niveles reducidos de la 

proteína LAMP2A. 

 

Figura 17. Epifluorescencia de línea celular. (A) hDPSCs y (B) hDPSCs-shlamp2a. Microscopía 

fluorescente de células hDPSCs control (hDPSCs) y con niveles reducidos de la proteína LAMP2A 

(hDPSCs-shlamp2a), que expresan la proteína fluorescente GFP (verde). Los núcleos fueron teñidos 

con Hoechst (azul). Fotografías tomadas en 40X, microscopio de epifluorescencia invertido Eclipse 

Ti-s. Barra de escala = 100 m. 
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Caracterización de la eficiencia de shRNA contra lamp2a en la línea hDPSCs-

shlamp2a.  

Para comprobar la eficiencia del shRNA lamp2a que expresa la línea 

hDPSCs-shlamp2a, se realizó un western blot utilizando un anticuerpo específico 

para LAMP2A (Figura 17A). Pudo determinarse que el shRNA lamp2a funcionó 

correctamente ya que la línea hDPSCs-shlamp2a posee al menos un 50% de 

reducción en la expresión de LAMP2A respecto de la línea control (hDPSCs) (Figura 

17B). Por lo tanto, la línea hDPSCs-shlamp2a puede ser considerada como una 

línea que posee baja actividad de CMA. 

 

Figura 18. Caracterización de la eficacia de shRNA contra LAMP2A en hDPSCs. Células 

transducidas con lentivirus que porta un vector que expresa un shRNA contra mRNA de hDPSCs. 

(A) Imagen representativa de western blot que muestra los niveles de expresión de la proteína 

LAMP2A en la línea celular con disminución de la expresión de la proteína LAMP2A (hDPSCs-

shlamp2a) y en control (hDPSCs). (B) Cuantificación de la expresión relativa de la proteína LAMP2A. 

Los resultados corresponden a un n=5. Se utilizó test de ANOVA de 2 vías con la prueba de múltiples 

comparaciones de Tukey. ****: p<0,0001.  
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5.3.1. Caracterización cualitativa de la diferenciación de la línea celular con 

baja expresión de la proteína LAMP2A.  

Cultivo y diferenciación de hDPSCs y hDPSCs-shlamp2a 

Una vez confirmado que los shRNA efectivamente reducen los niveles 

proteicos de la proteína LAMP2A, se indujo el proceso de diferenciación a tiempos 

T7, T14 y T21 de células hDPSCs control y de células hDPSCs-shlamp2a utilizando 

el medio de diferenciación completo (DIF++). Posteriormente se procedió a analizar 

los depósitos de Ca2+ de cada línea mediante la tinción alizarin red. Para este 

experimento se lograron obtener dos replicados independientes, uno cuyo proceso 

de diferenciación estaba completo (T7, T14 y T21) y otro más corto, hasta el día 14 

(T7, T14). Esto último debido a que las células perdieron la adherencia producto de 

la mala calidad de las placas de cultivo utilizadas en ese experimento. Como 

resultado de estos resultados independientes se obtuvo que la deposición de Ca2+ 

fue menor en las células hDPSCs con niveles reducidos de la proteína LAMP2A 

(hDPSCs-shlamp2a), comparado con células hDPSCs control. Se puede ver cómo, 

a través de los días, a lo largo del proceso de diferenciación, la tinción demuestra la 

formación de mayor cantidad de nódulos de calcificación en las muestras de la línea 

control, respecto a la línea hDPSCs-shlamp2a diferenciada (Figura 19A y Figura 

19B). 
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Figura 19. Evaluación de la deposición de calcio mediante tinción con alizarin red en línea 

celular con niveles reducidos de la proteína LAMP2A (hDPSCs-shlamp2a) y línea hDPSCs 

control. (A) en 21 días de diferenciación y (B) en 14 días de diferenciación en dos medios de cultivo 

i) como control, medio -MEM suplementado con 10% v/v FBS (Medio basal) y ii) medio de 

diferenciación (-MEM suplementado al 5% v/v FBS, ácido ascórbico (50 g/mL), β-glicerofosfato 

(10mM), dexametasona (0,1 M) y TGF-β (10 ng/mL)) (DIF++). Mediante tinción con alizarin red, se 

observan los depósitos ricos en Ca2+ de la línea hDPSCs-shlamp2a y el línea control a lo largo del 

proceso de diferenciación (T0, T7, T14 T21 correspondientes a los días 0, 7, 14 y 21 

respectivamente). La tinción demuestra la menor cantidad de nódulos de calcificación en las 

muestras diferenciadas. n=3. Figura elaborada con Inkscape.  

5.4. Impacto de la sobreexpresión de la proteína LAMP2A en el proceso de 

diferenciación de hDPSCs. 

La regulación positiva de CMA se puede lograr genéticamente mediante la 

sobreexpresión de LAMP2A (Patel & Cuervo, 2015). Por lo tanto, el objetivo fue 

crear una línea celular hDPSCs que exprese altos niveles de la proteína LAMP2A 

mediante la transfección con e plásmido pCMVG Entry MyC flag lamp2a humana 

que permite la sobreexpresión la proteína LAMP2A. 
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Transfección de células hDPSCs con plásmido pCMVG Entry MyC flag lamp2a 

humana utilizando el reactivo Lipofectamina™ 2000 

La transfección con Lipofectamina 2000 es un método utilizado en biología 

molecular y celular para introducir moléculas de ácidos nucleicos (como ADN 

plasmídico, RNA mensajero, RNA interferente, etc.) en células vivas. Lipofectamina 

2000 es un agente de transfección basado en liposomas catiónicos para preparar 

complejos autoensamblados con ADN plasmídico que contenía el gen de interés.  

Después de realizar la transfección con el plásmido pCMVG Entry MyC flag 

lamp2a humana, las células fueron incubadas con G418 hasta que la mayoría de 

ellas (no transfectadas) murieron producto del antibiótico. Algunas células 

sobrevivieron (las transfectadas), lograron generar colonias, y crecer. La línea 

celular obtenida se denominó hDPSCs-MyC Entry lamp2a. Sin embargo, esta línea 

celular no sobrevivió a tiempos largos de cultivo. Este experimento fue realizado en 

2 ocasiones y en ambos replicados ocurrió lo mismo. Por esta razón, no se logró 

realizar experimentos concluyentes. A pesar de ello, pudieron realizarse algunos 

experimentos preliminares de inmunofluorescencia y algunas observaciones. En 

primer lugar, pudo determinarse cualitativamente que las células hDPSCs-MyC 

Entry lamp2a poseían mayor intensidad de fluorescencia, al utilizar un anticuerpo 

anti LAMP2A, que las células control y las células hDPSCs-shlamp2a. Esto último 

sería un indicativo de que la línea creada efectivamente tenía una mayor expresión 

de LAMP2A. Además, se observó que la línea hDPSCs-MyC Entry lamp2a poseía 

una forma más alargada que las células control y las células con expresión 

disminuida de LAMP2A (hDPSCs-shlamp2a).  
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Figura 20. Microscopía fluorescente de células hDPSCs. (A) control (hDPSCs), (B) con niveles 

disminuidos de proteína LAMP2A (hDPSCs-shlamp2a) y (C) con sobreexpresión de proteína 

LAMP2A (hDPSCs-MyC Entry lamp2a). La proteína LAMP2A fue visualizada utilizando un anticuerpo 

anti LAMP2A. Las tres líneas fueron sembradas bajo las mismas condiciones. Los núcleos fueron 

teñidos con Hoechst (azul). Fotografías tomadas al 40X. Barra de escala = 10 M. n=1. 

Debido que a que una célula con morfología más alargada puede representar 

un odontoblasto con un proceso odontoblástico bien definido (Gómez de Ferraris y 

cols., 2002; Bleicher y cols., 2015; Park y cols., 2021), se procedió a cuantificar la 

cantidad de células con fenotipo alargado tanto en las líneas control, hDPSCs-

shlamp2a y hDPSCs-MyC Entry lamp2a.  

En la evaluación cualitativa y cuantitativa de las tres líneas celulares se 

determinó que línea que sobreexpresa la proteína LAMP2A (hDPSCs-MyC Entry 

lamp2a) presentó prolongaciones significativamente más largas, comparada con las 

células control y las shlamp2a.  
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Figura 21.  Imágenes representativas de placas de cultivo observadas al microscopio óptico. 

Veinte mil (20.000) células sembradas en medio basal 10% FBS, a los 7 días. (A) hDPSCs (control), 

(B) hDPSCs con niveles disminuidos de proteína LAMP2A (shlamp2a) y (C) hDPSCs con 

sobreexpresión de los niveles proteicos de LAMP2A (MyC Entry lamp2a). (D) Cuantificación del largo 

celular en mm2 utilizando el programa ImageJ (Software). Los resultados corresponden a la 

cuantificación del largo celular de 6 campos ópticos de un n=2. Se utilizó test de ANOVA de 1 vía 

con la prueba de múltiples comparaciones de Dunnet. *: p<0,05;  ****: p<0,0001. Se utilizó un 

microscopio óptico conectado a una computadora y una cámara de dispositivo de carga acoplada 

para tomar imágenes de las muestras, en 100X. Barra de escala = 200 m.  
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6. DISCUSIÓN 

Células altamente especializadas como los ameloblastos, cementoblastos y 

odontoblastos, son responsables de la creación de tres tejidos mineralizados: 

esmalte, cemento y la dentina, respectivamente (Simancas-Escorcia, 2019). Sin 

embargo, únicamente las células odontoblásticas son capaces de mantenerse vivas 

durante la vida dental y de regenerarse a partir de células madre localizadas en la 

pulpa dental (Bleicher y cols., 2015; Simancas-Escorcia, 2019). Estas 

características le conceden a los odontoblastos un interés particular en la 

dentinogénesis (Simancas-Escorcia, 2019) y hacen que su proceso de 

diferenciación sea objeto de estudio.  

 Por otro lado, la autofagia es un proceso intracelular altamente conservado 

en eucariotas (Dice, 2007; Patel & Cuervo, 2015) en el que diversos componentes 

celulares como proteínas, orgánulos o componentes citoplasmáticos son 

degradados por el lisosoma (Ravikumar y cols., 2010; Bhat y cols., 2017). Ha sido 

involucrada en la diferenciación de odontoblastos y la morfogénesis de los dientes 

durante el desarrollo (Park y cols., 2020). Se han descrito tres tipos diferentes de 

vías autofágicas, que se diferencian en la manera en que el material intracelular 

(sustrato) que será degradado, llega al lisosoma: i) macroautofagia, ii) CMA y iii) eMi 

(Kaushik & Cuervo,  2018) (Figura 5). De estos tres tipos de autofagia, solo la 

macroautofagia ha sido estudiada durante el proceso de diferenciación de 

odontoblastos (Couve & Schmachtenberg, 2011). Por otro lado, si bien se ha 

observado que la actividad de CMA está involucrada en el proceso de diferenciación 

de algunos linajes de células madre (HSC y ES 3D) (Xu y cols., 2020; Dong y cols., 

2021), no existe evidencia respecto de si la CMA participa en la regulación del 

proceso de diferenciación de los odontoblastos. Por lo tanto, para ampliar el 

conocimiento en el proceso de diferenciación de los odontoblastos, en esta tesis se 

estudió si la actividad de la CMA tiene participación en el control de este proceso.  

 En condiciones de cultivo, la diferenciación de MSC hacia linaje osteogénico 

ha sido ampliamente probada. Los suplementos más comunes incluyen, ácido 
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ascórbico (requerido para la hidroxilación de residuos de lisina y prolina del 

colágeno y los b-gli-cerofosfatos), β-glicerofosfato y dexametasona (glucocorticoide 

sintético que induce efectos transcripcionales de la BMP) (Carrillo y cols., 2015). El 

ácido ascórbico facilita la diferenciación osteogénica al aumentar la secreción de 

colágeno tipo 1, mientas que el β-glicerofosfato facilita la diferenciación osteogénica 

al actuar como sustrato de fosfato orgánico para la formación de hidroxiapatita (Lee 

y cols., 2003; Langenbach & Handschel, 2013) y favorecer la fosforilación de 

quinasas reguladas por señales extracelulares 1, 2 (ERK por sus siglas en inglés 

Extracellular signal-Regulated Kinases) (Langenbach & Handschel, 2013). En 

cuanto a la dexametasona, esta regula la diferenciación osteoblástica mediante el 

reclutamiento de componentes centrales de la maquinaria transcripcional 

(Langenbach & Handschel, 2013). 

 En la literatura existe variabilidad en cuanto las condiciones de cultivo y 

administración de factores que permiten inducir la diferenciación hacia la línea 

odontoblástica (Carrillo y cols., 2015). En este sentido, se ha reportado que 

variaciones en la concentración de dexametasona pueden afectar negativamente la 

diferenciación de las células madre, y que el ácido ascórbico puede arrojar 

resultados diversos producto de su inestabilidad en condiciones estándar de cultivo 

(Carrillo y cols., 2015). Además, la liberación controlada de dexametasona da como 

resultado un potencial inductor de diferenciación odontogénica de células madre de 

la papila apical (SCAP) (Shrestha y cols., 2016).   

 Adicionalmente, según Couble y cols., la adición de -glicerofosfato a medios 

de cultivo induce características de odontoblastos en células pulpares de explantes 

de dientes humanos (Couble y cols., 2000).  

 Finalmente, otros estudios han demostrado que TGF- 1 influye en la 

diferenciación y en el comportamiento secretor de odontoblastos (Smith y cols., 

1995). Además, que TGF- 1 es capaz de promover la diferenciación de células 

similares a odontoblastos en papilas dentales de ratón aisladas cultivadas in vitro 
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(Begue-Kirn y cols., 1994), induciendo la polarización y/o diferenciación funcional 

de preodontoblastos (Unda y cols., 2001). 

Para realizar esta tesis, se procedió a caracterizar distintos medios de 

diferenciación de odontoblastos (Tabla 3). En primera instancia, se encontró que la 

diferenciación más eficaz, definida por tinción con alizarin red, se obtuvo con el 

medio de diferenciación suplementado con TGF- (medio de diferenciación DIF++) 

(Tabla 3 y Figura 10). En cambio, en cuanto a la expresión de proteínas 

características de diferenciación odontoblástica, DMP1 y DSPP, la diferenciación 

más eficaz se obtuvo con medio de diferenciación sin suplemento de dexametasona 

y TGF- (medio DIF) (Figura 11 y Figura 12). 

Nuestros resultados señalan una disminución de la expresión de estos 

marcadores en la etapa tardía del proceso de diferenciación (tiempos largos) (Figura 

11 y Figura 12), lo que no concuerda con Babaki y Matin, que plantean que DSPP 

y DMP1 se expresan significativamente en odontoblastos maduros durante la etapa 

de mineralización (Badaki & Matin, 2020). En base a esto, nos planteamos evaluar 

la expresión de los marcadores DMP1 y DSPP, en la etapa temprana del proceso 

de diferenciación (tiempos cortos). En nuestro estudio DMP1 y DSPP aumentaron 

en los tiempos tempranos (T1 y T2) (Figura 13 y Figura 14), por lo que estos 

resultados obtenidos en cuanto a los tiempos cortos y largos del proceso de 

diferenciación, concuerdan con lo evidenciado por Park y cols., que demostraron 

que la DSP, marcador representativo de diferenciación y mineralización de 

odontoblastos, aumenta desde el día 0 al 7 (etapa temprana de diferenciación) y 

luego disminuye progresivamente hasta el día 21 (etapa tardía de diferenciación), 

debilitándose significativamente su expresión alrededor del día 21 (Park y cols., 

2021).  

 Por otro lado, TGF- influye en la diferenciación y en el comportamiento 

secretor de odontoblastos (Smith y cols., 1995). Algunos investigadores han 

sugerido que la transcripción de TGF-β1 solo puede detectarse en odontoblastos 

diferenciados y no en progenitores de odontoblastos (Babaki & Matin, 2020). Por 
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tanto, podríamos pensar que el peak de diferenciación que se observa en los 

marcadores de etapas tempranas del proceso, podría estar relacionado con la 

suplementación anticipada (desde tiempos tempranos) de este factor, que como 

plantean Babaki y Matin, las células expresan por sí solas en odontoblastos ya 

diferenciados (Babaki & Matin, 2020). De modo que la suplementación anticipada, 

provocaría una inducción temprana del proceso, para luego disminuir, lo que 

creemos puede atribuirse a algún mecanismo celular contraproducente que estaría 

afectando el comportamiento secretor de los preodontoblastos.  

Posteriormente, para estudiar si la actividad de CMA está involucrada en el 

proceso de diferenciación de hDPSCs hacia odontoblastos, se evaluaron los niveles 

de expresión de la proteína LAMP2A en etapas iniciales y tardías del proceso. Los 

resultados mostraron un peak en los niveles de expresión de la proteína LAMP2A 

en los días 1 y 2 (Figura 16), seguidos de una disminución al día 4 y 7 del estímulo 

de diferenciación, que se recupera al día 21, cuando el odontoblasto estaría maduro 

(Figura 15). Interesantemente, el incremento de LAMP2A a tiempos tempranos, 

coincide con el aumento en los niveles proteicos de DMP1 y DSPP, también a 

tiempos cortos de la diferenciación (Figura 13 y Figura 14).  

En la actividad de CMA, la proteína LAMP2A es el componente limitante, por 

lo que altos niveles de LAMP2A se relacionan con una elevada actividad de CMA y 

viceversa (Patel & Cuervo, 2015). Por otro lado, Park y cols. evaluaron los niveles 

de expresión de DSP y DMP1, y concluyeron que al inhibir la actividad 

macroautofagia en estado de diferenciación, los niveles de expresión de DSP y 

DMP1 disminuyen (Park y cols., 2021). 

En base a lo mencionado previamente, planteamos que CMA estaría 

aumentando al inicio de la diferenciación, teniendo su peak en las etapas tempranas 

de la diferenciación, específicamente las primeras 48 horas (T1 y T2) (Figura 16) y 

posteriormente, esta actividad tiende a disminuir al pasar los días desde la 

inducción, sin embargo, esto último no es concluyente dado que no fue 

estadísticamente significativo (Figura 15). 
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Tras evidenciar que la actividad de CMA está involucrada en el proceso de 

diferenciación de hDPSCs hacia odontoblastos, quisimos estudiar el 

comportamiento de CMA en dicho proceso, por lo que se crearon dos líneas 

celulares, una con niveles disminuidos de la proteína LAMP2A (hDPSCs-shlamp2a) 

y la otra, con sobreexpresión de los niveles de LAMP2A (hDPSCs-Entry MyC 

lamp2a), pues está descrito que la sobreexpresión y la reducción de los niveles de 

la proteína LAMP2A aumenta y disminuye, respectivamente, la actividad de CMA 

(Patel & Cuervo, 2015).  

Luego del análisis cualitativo de la diferenciación de la línea hDPSCs-

shlamp2a, se evidenció menor deposición mineral en esta línea respecto al control 

hDPSCs (Figura 19), por tanto, obtuvimos que una reducción de los niveles de 

expresión de la proteína LAMP2A condujo a una disminución y retardo del proceso 

de diferenciación, lo que se asemeja al estudio en macroautofagia de Park y cols., 

2020, donde la inhibición de esta en gérmenes de dientes de ratón contribuye a la 

pérdida de la polarización de los odontoblastos y a una mala diferenciación, lo que 

eventualmente conduce a una morfología dental alterada (Park y cols., 2020). 

Además, concuerda con los hallazgos de Xu y cols., 2020, que demostraron que 

una baja actividad de CMA mantiene la pluripotencialidad de células ES 3D y evita 

su transición a un estado diferenciado (Xu y cols., 2020). En resumen, al disminuir 

la actividad de CMA, aparentemente hay un retraso en la diferenciación, al menos 

evidenciado por los depósitos de Ca2+. 

Varios tipos de células se someten a un proceso de polarización permanente 

para lograr sus destinos celulares previstos, incluidos los odontoblastos, que se 

polarizan para cumplir sus funciones destinadas (Chang y cols., 2019). La 

polarización de los odontoblastos es un requisito previo y un paso fundamental para 

el desarrollo dental, la formación de dentina y la regeneración del tejido dentario 

(Chang y cols., 2019). A medida que se diferencian del mesénquima dental, los 

preodontoblastos se polarizan y forman un alargamiento citoplasmático llamado 

proceso odontoblástico (Couble y cols., 2000; Park y cols., 2021). A pesar de las 

dificultades presentadas en la creación de una línea estable que sobreexpresara la 
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proteína LAMP2A, los resultados obtenidos en la inmunofluorescencia y 

microscopía de campo claro indicarían que la sobreexpresión de LAMP2A podría 

desencadenar una diferenciación temprana, es por esto, que incluso sin estímulo 

de diferenciación, a los 7 días de cultivo, las células exhibieron una extensión 

celular, encontrándose muy alargadas con su proceso odontoblástico formado. 

Estos resultados, nuevamente se relacionan con el estudio de Xu y cols., en el que 

la regulación genética de LAMP2A parece suprimir la pluripotencia de la línea celular 

ES 3D, promoviendo su diferenciación (Xu y cols., 2020). 

Park y cols., plantearon que CPNE7, un factor derivado del epitelio dental, 

que se ha informado que promueve la diferenciación odontogénica y la formación 

fisiológica de dentina (Oh y cols., 2015), podría estar relacionado con el 

alargamiento del proceso de odontoblastos mediado por autofagia y la formación 

fisiológica de dentina (Park y cols., 2021). Se ha reportado que CPNE7 se transloca 

al núcleo, donde regula la expresión de DSPP (Seo y cols., 2017; Park y cols., 2019). 

Además, Park y cols. demostraron que, CPNE7 mejora el potencial de 

mineralización de los odontoblastos maduros al inducir la macroautofagia (Park y 

cols., 2019). Dado lo expuesto, al consultar el sitio web KFERQ finder V0.8 (Anexo 

3) que analiza diferentes proteínas que se espera que sean reguladas por CMA 

durante la diferenciación de odontoblastos, encontramos que CPNE7 posee motivos 

similares a KFERQ, lo que impulsaría la degradación de la proteína a través de 

CMA, por lo que CPNE7 también podría inducir la diferenciación mediante CMA. 

La formación y elongación del proceso odontoblástico son esenciales para la 

formación fisiológica de la dentina e indicadores de que el odontoblasto se 

encuentra en estado maduro (Chang y cols., 2019; Park y cols., 2021). Por lo tanto, 

el mecanismo de polarización de los odontoblastos es fundamental para la 

regeneración funcional de la dentina. Sin embargo, aparte de las descripciones de 

la morfología celular, existen pocas publicaciones sobre la polaridad de los 

odontoblastos (Chang y cols., 2019).  
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En resumen, nuestros resultados sugieren que la disminución de los niveles 

de expresión de la proteína LAMP2A (reducida actividad de CMA) retarda el proceso 

de diferenciación y odontogénesis, mientras que la sobreexpresión de los niveles 

de esta (elevada actividad de CMA) podría desencadenar una diferenciación 

temprana.   

Finalmente, basados en los datos expuestos, planteamos que i) los niveles 

de actividad de CMA aumentan al inicio de la diferenciación, para luego disminuir a 

medida que avanza el proceso, ii) una inhibición de CMA retarda el proceso de 

diferenciación, mientras que iii) su sobreexpresión lo aceleraría.  

Aunque nuestros resultados deben ser confirmados con otras técnicas, lo 

estudiado en este trabajo es avance en caracterizar el papel de la CMA en el 

proceso de diferenciación de hDPSCs hacia odontoblastos. Aunque se necesita 

más investigación para comprender completamente la interacción entre la autofagia 

y la diferenciación de odontoblastos, existe un potencial significativo para que la 

autofagia influya en este proceso crucial para el desarrollo y la salud dental. 

Por tanto, la modulación adecuada de la actividad autofágica es esencial para 

la diferenciación de odontoblastos y la formación fisiológica de dentina (Park y cols., 

2021). 
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6.1. RELEVANCIA CLÍNICA  

 Existen 84 ensayos clínicos donde se estudia la autofagia como diana 

terapéutica (Home-Clinicaltrials.gov), para, el cáncer (71,22%), trastornos 

metabólicos y cardiovasculares (12,95%), envejecimiento y trastornos 

neuromusculares (5,76 %), inflamación y enfermedades virales (3,6%), y otros 

(6,47%). A pesar de que la autofagia es de consideración en la literatura biomédica, 

ha sido poco estudiada en aspectos dentales (Bhat y cols., 2017), como en el 

proceso de reparación dentinopulpar y diferenciación de odontoblastos. 

Adicionalmente, aunque algunos grupos de investigación han logrado avances en 

comprender el papel de la macroautofagia en la diferenciación de odontoblastos, 

aun no se sabe nada sobre las implicaciones de la CMA en este proceso de 

diferenciación. Actualmente, al igual que la macroautofagia, la CMA se encuentra 

en el centro de los enfoques terapéuticos. Se están aplicando estrategias basadas 

en modificaciones genéticas o en el uso de compuestos químicos, para inhibir o 

potenciar la actividad de la CMA, con el fin de corregir o mejorar un problema 

biomédico. Por lo tanto, la caracterización de CMA en la diferenciación de 

odontoblastos contribuye a una mayor comprensión del mecanismo molecular de 

este proceso biológico y, en consecuencia, con miras al futuro, al tratamiento de los 

aspectos dentales relacionados con la diferenciación de odontoblastos. 

Nuestros resultados contribuirían, entre otras cosas, a crear nuevas 

estrategias de reparación dentinopulpar basadas en el uso de células madre para 

la recuperación de un diente lesionado, pudiendo evitar la pérdida dentaria producto 

de la actividad de caries, e incluso tratamientos invasivos como el tratamiento 

endodóntico frente al compromiso pulpar. En otras palabras, CMA, al estar 

relacionada con la diferenciación, se proyecta como un nuevo hito en el estudio del 

desarrollo de la dentinogénesis. 
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6.2. PROYECCIONES 

En cuanto a los mecanismos moleculares a través de los cuales CMA 

pudiese regular la diferenciación de odontoblastos, se conoce que una regulación 

cruzada entre el metabolismo de la glucosa y el metabolismo de los ácidos grasos 

es necesaria para mantener un estado de pluripotencia o transitar hacia un fenotipo 

de diferenciación en las células madre (Tasset & Cuervo, 2016).  

Informes conectan la CMA con las enzimas isocitrato deshidrogenasas 1 y 2 

(IDH1, IDH2) (Xu y cols., 2020). Estudios previos han propuesto que una actividad 

de CMA elevada induce la diferenciación de las células pluripotentes HSC y ES 3D, 

en parte, al degradar las enzimas IDH1 e IDH2. En este sentido, se demostró que 

la diferenciación de HSC y ES 3D estaba finalmente controlada por una regulación 

del metabolismo de ácidos grasos dependiente de CMA. Específicamente, para 

permitir un estado diferenciado de las células ES 3D, se requirió de la actividad de 

CMA para degradar IDH1 e IDH2, manteniendo así niveles bajos de alfa-KG (alfa 

cetoglutárico) (Xu y cols., 2020). 

Nosotros encontramos motivos KFERQ en la secuencia de aminoácidos de 

las enzimas IDH1, IDH2 y CPNE7 (Anexo 3), confirmando que estas enzimas 

podrían degradarse a través de CMA. Por lo tanto, la actividad de CMA podría 

regular los niveles de IDH1 e IDH2 y en consecuencia la diferenciación de 

odontoblastos y la formación de dentina. 

A futuro debemos estudiar si es necesaria la actividad de CMA para la 

diferenciación de hDPSCs en odontoblastos funcionales, a través de la regulación 

de los niveles de proteínas que sean sustrato de CMA, como IDH1 e IDH2. De ser 

así CMA controlaría la diferenciación hacia odontoblastos regulando los niveles de 

proteínas como las IDH1 e IDH2.  
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7. CONCLUSIONES 

La caracterización de la diferenciación de las células mesenquimáticas de 

pulpa dental humana mostró que la CMA es importante para este proceso, siendo 

la proteína LAMP2A un factor limitante. Nuestros resultados indican que la actividad 

de CMA debe ser cuidadosamente modulada, pues su inhibición retrasa la 

diferenciación, mientras que su sobreexpresión puede acelerarla, potencialmente 

conduciendo a la muerte celular. 

En resumen, la CMA es necesaria para la correcta diferenciación de los 

odontoblastos y, por ende, para la formación de la dentina. Sin embargo, se requiere 

más investigación para comprender completamente la interacción entre la autofagia 

y la diferenciación de odontoblastos. La posibilidad de regular la CMA ofrece un 

potencial significativo para influir en este proceso, lo que podría tener importantes 

implicaciones para la formación de dentina frente a condiciones patológicas, como 

por ejemplo una lesión cariosa. 
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9. ANEXOS 

9.1. Anexo I: Aislamiento y caracterización de células madre de hDPSC 

Existen criterios mínimos para definir células madre mesenquimales 

humanas, tanto para investigaciones científicas basadas en experimentación in 

vitro, como para estudios pre-clínicos según The International Society for Cellular 

Therapy position statement (Dominici y cols., 2006; Salinas & Anseth, 2009; Brizuela 

y cols., 2013). Dentro de estos criterios podemos mencionar: i) adherencia al 

plástico en condiciones estándar de cultivo; ii) morfología celular fibroblastoide; iii) 

expresión de antígenos (marcadores) de superficie específicos, que comprende que 

más de un 95% de la población celular exprese fenotipo positivo para CD73, CD90 

y CD105 y menos de un 3% de la población exprese fenotipo negativo para CD34 

(marcador de célula endotelial), CD45 (leucocitario), CD14 y CD11 (marcadores de 

macrófagos y monocitos), CD79 y CD19 (marcadores de células B) y HLA-DR; iv) 

capacidad multipotencial de diferenciación hacia linaje osteogénico, condrogénico y 

odontogénico, bajo condiciones in vitro estándar y demostradas con tinción 

específica (Brizuela y cols., 2013).  

En colaboración con el Dr. Fernando Ezquer (Centro de Medicina 

Regenerativa, Facultad de Medicina Clínica Alemana Universidad del Desarrollo) 

quien tiene amplia experiencia en el aislamiento y caracterización de células madre 

de diferentes tejidos, se obtuvieron terceros molares sanos, de individuos humanos, 

adultos, bajo consentimiento informado. El aislamiento y cultivo de las células madre 

de la pulpa dental se realizó siguiendo el protocolo publicado en Karamzadeh y 

cols., 2012. Luego, se caracterizaron preliminarmente las propiedades de las células 

hDPSC obtenidas: i) diferentes días después de sembrar las células en plástico 

adherente ii) vista representativa de la diferenciación indiferenciada, osteogénica o 

adipogénica de las hDPSC aisladas iii) caracterización inmunofenotípica de las 

hDPSC mediante citometría de flujo utilizando los marcadores positivos y negativos. 

n=1 (Figura 22. ). 
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Figura 22. Aislamiento y caracterización preliminar de células madre de hDPSCs. (A) 

Adherencia al plástico y proliferación de hDPSCs. (B) Diferenciación de hDPSCs hacia líneas 

osteogénica y adipogénica. (C) Inmunofenotipo de hPDSCs mediante citometría de flujo utilizando 

CD29, CD44, CD37, CD90 y CD105 como marcadores positivos, y CD31, CD45 y CD235 como 

marcadores negativos. 
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9.2. Anexo II: Sobreexpresión de la proteína LAMP2A en hDPSCs 

Infección lentiviral de células hDPSCs 

La infección de las células mesenquimáticas hDPSCs se realizó con 

partículas lentivirales de segunda generación previamente producidas en nuestro 

Laboratorio de Patología Celular y Molecular, conteniendo el vector pLVX-LAMP2A-

IRES-ZsGreen. Dichas partículas incorporan en su genoma una secuencia de DNA 

que permite la sobre expresión de la proteína ZsGreen, y de la proteína LAMP2A 

humana.  

Para la infección viral, las células se sembraron en una placa de 6 pocillos y 

se mantuvieron con 2 mL de medio basal, hasta alcanzar una confluencia del 70%. 

Se procedió a agregar 8 g/mL de Polibreno y 200 L del plásmido pLVX-LAMP2A-

IRES-ZsGreen que permite la coexpresión de la sobreexpresión de LAMP2A y 

ZsGreen, esta última es una proteína fluorescente verde de Zoanthus sp. (494 nm 

de excitación y 503 nm de emisión). Se retiró el medio de cultivo y se lavó con PBS. 

Para que las células continuasen dividiéndose, fueron removidas con 1X Tripsina-

EDTA y llevadas a una placa de 100 mm2 con 10 mL de medio basal y se dejaron 

crecer hasta una confluencia de 90% antes de ser removidas nuevamente para ser 

utilizadas y congeladas a -80°C.  

Epifluorescencia  

Las células se fijaron con PFA durante 20 minutos a temperatura ambiente, 

se lavaron tres veces con PBS 1X por 5 minutos. Para la tinción de núcleos celulares 

se utilizó Hoechst 33342 (Invitrogen, USA) 1:5000 (color azul) en solución de 

Bloqueo (PBS + BSA al 2%) por 5 minutos en oscuridad. Posteriormente las células 

fueron lavadas 3 veces con PBS. Los vidrios de 18 mm fueron montados en 

portaobjetos utilizando medio DAKO como montaje. Las fotos fueron tomadas con 

microscopio de epifluorescencia invertido Eclipse Ti-s. 

Luego de la transducción de estas células y su posterior fijación y montaje en 

portaobjetos para ser visualizadas en el microscopio, se observó que esta técnica 
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de infección con partículas lentivirales, no dio resultado, debido a que no se observó 

fluorescencia verde, lo que indicaría una deficiente transducción. 

Luego de la transducción de las células hDPSCs con los lentivirus, no se 

pudo observar expresión de la proteína ZsGreen en el microscopio de 

epifluorescencia. De haberse producido la integración de los lentivirus en el genoma 

celular, se habría evidenciado la expresión de la proteína ZsGreen. Sin embargo, 

esto no ocurrió, lo que indicó una deficiente transducción. Por esta razón, se 

concluyó que las células no tendrían una expresión aumentada de la proteína 

LAMP2A, y se procedió a crear otra línea que sobreexprese la proteína LAMP2A. 

Esto último se estableció mediante la transfección de un plásmido que sobreexpresa 

la proteína LAMP2A humana (pCMVG Entry MyC flag lamp2a humana), el cual 

contiene un gen de resistencia al antibiótico G418 y permite una transfección estable 

de la línea celular.  

 

Figura 23. Epifluorescencia de línea celular hDPSCs 

tras la incorporación lentiviral del plásmido pLVX-

LAMP2A-IRES-ZsGreen (hDPSCs-ZsGreen). 

Microscopía fluorescente de células hDPSCs con 

sobreexpresión de la proteína LAMP2A (hDPSCs-

ZsGreen), en donde no se observa infección, evidenciado 

por la ausencia de fluorescencia verde. Los núcleos 

fueron teñidos con Hoechst (azul). Fotografía tomada en 

20X, microscopio Eclipse Ti-s. Barra de escala = 100 m. 
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9.3. Anexo III: Supuestas proteínas sustrato de CMA que se espera que 

estén reguladas por la actividad de CMA durante la diferenciación de 

odontoblastos 

Tabla 4. Supuestas proteínas sustrato de CMA que se espera que estén reguladas por la 

actividad de CMA. 

Uniprot ID gene_names motif motif_start 

Q9HCE7 SMURF1 KIAA1625 QRLDL 114 

Q9HCE7 SMURF1 KIAA1625 RDLVQ 376 

Q53GL0 PLEKHO1 CKIP1 OC120 HQ0024c QLSRI 304 

Q53GL0 PLEKHO1 CKIP1 OC120 HQ0024c LSRIQ 305 

P29373 CRABP2 VEIKQ 42 

O75874 IDH1 PICD KDIFQ 224 

P48735 IDH2 QFIKE 64 

P48735 IDH2 QLKYF 78 

P48735 IDH2 KDIFQ 263 

P48735 IDH2 QVLKS 296 

P48735 IDH2 QDLIR 389 

Q9UBL6 CPNE7 QKKVT 198 

Q9UBL6 CPNE7 QLVYR 266 

 

El sitio web KFERQ finder V0.8 analizó diferentes proteínas que se espera 

que sean reguladas por CMA durante la diferenciación de odontoblastos de hDPSC 

(https://rshine.einsteinmed.edu) para encontrar motivos similares a KFERQ, que 

impulsan la degradación de la proteína a través de CMA. En el caso de IDH1 e IDH2, 

su degradación a través de CMA ya fue demostrada en células madre ES 3D (Xu 

cols., 2020). Las otras proteínas, SMURF1, CKIP-1, CRABP-II y CPNE7 contienen 

motivos similares a KFERQ, pero su degradación a través de CMA no se ha 

estudiado aún. El buscador KFERQ V0.8 detecta motivos clásicos similares a 

KFERQ o "motivos activados" (necesitan modificaciones como la fosforilación o 

acetilación para activarse). Aquí se han considerado sólo motivos clásicos o motivos 

fosfoactivados (subrayados). Tener en cuenta que algunas proteínas tienen más de 

un motivo similar a KFERQ. 
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9.4. Anexo IV: Abreviaturas 

AB-MSC Células madre mesenquimales de hueso alveolar 

ANOVA Análisis de varianza  

BMP Proteína morfogenética ósea 

BSA Albúmina de suero bovino 

BSP Sialoproteína ósea 

Ca2+ Calcio 

CMA Autofagia mediada por chaperonas 

CO2 Dióxido de carbono 

DFSC Células madre mesenquimales de folículo dental 

DIF Medio de diferenciación (-MEM, 5% FBS, 50 g/mL ácido ascórbico y 10 mM 

β-glicerofosfato). 

DIF+ Medio de diferenciación (-MEM, 5% FBS, 50 g/mL ácido ascórbico, 10 mM 

β-glicerofosfato y 0,1 M dexametasona 

DIF++ Medio de diferenciación (-MEM, 5% FBS, 50 g/mL ácido ascórbico, 10 mM 

β-glicerofosfato, 0,1 M dexametasona y 10 ng/mL TGF-β. 

DMP1 Proteína 1 de la matriz dentinaria 

DMSO Dimetilsulfóxido 

DPP Fosfoproteína dentaria 

DSP Sialoproteína dentinaria 

DSPP Sialofosfoproteína dentinaria 

ECL Potenciador de quimioluminiscencia 

EDTA Ácido etilendiaminotetraacético  

eMi Microautofagia endosomal 

ERK Quinasas reguladas por señales extracelulares 
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ES 3D Células madre embrionarias tridimensionales 

FBS Suero fetal bovino  

GFP Proteína fluorescente verde 

GMSC Células madre mesenquimales de encía 

G418 Gentamicina 

hDPSC Células madre mesenquimales de pulpa dental humana 

hDPSCs-shlamp2a Células madre mesenquimales de pulpa dental humana con niveles reducidos 

de la proteína LAMP2A 

HSC Células madre hematopoyéticas 

HSC70 Proteína de choque térmico relacionada a proteínas de 70 kilo Dalton. 

kDa kilo Dalton 

KFERQ Motivo de reconocimiento (Lys;Phe;Glu;Arg;Gln) 

LAMP2A Proteína de membrana tipo 2A asociada a lisosomas 

LEs Endosomas tardíos 

MEPE Fosfoglicoproteína extracelular de la matriz 

mRNA Ácido Ribonucleico mensajero 

MSC Células madre mesenquimales 

MyC Entry lamp2a Células madre mesenquimales de pulpa dental humana con niveles 

aumentados de la proteína LAMP2A 

OCN Osteocalcina 

OPN Osteopontina 

Opti-MEM™ Medio mínimo esencial de suero reducido 

PBS Buffer amortiguador fosfato salino 

PDLSC Células madre mesenquimales de ligamento periodontal 

PFA Paraformoaldehído 
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PLL poly-L-lisina 

PO3
4− Fosfato 

RNA Ácido Ribonucleico 

rpm Revoluciones por minuto 

SCAP Células madre mesenquimales de papila apical 

SDS Dodecil sulfato de sodio 

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio 

SHED Células madre mesenquimales de pulpa de dientes deciduos exfoliados 

shRNA Ácido ribonucleico short hairpin 

TBS-Tween20 Buffer amortiguador salino con Tween20 

TEMED Tetrametiletilendiamina 

TGF- Factor de crecimiento transformante beta 

Tween20 Polisorbato20 

V Voltios 

-MEM Medio Mínimo Esencial modificación Alfa 

g Microgramo 

ng Nanogramo 

gr Gramos 

m Micrómetro  

nm Nanómetro  

L Microlitro 

mL Mililitro  

M Micromolar 

mM Milimolar 
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9.5. Anexo V: Reactivos y soluciones 

Tabla 5. Reactivos y soluciones. 

Reactivo/Solución Marca  Cat # 

Ácido ascórbico Sigma-Aldrich A8960-5G 

Acrilamida Bio-Rad  1610156 

Alizarin red Sigma-Aldrich  104K2507 

BCA Protein Assay Thermo Scientific  23225 

BSA Winkler BM-0150 

Clarity™ Western ECL Substrate Bio-Rad  170-5061 

Dexametasona Tocris Bioscience 50-02-2 

DMSO Winkler BM-0660 

EZ-ECL Biological Industries  20-500-1000A/B 

FBS Gibco 10437-028 

G418 InvivoGen  ant-gn-1 

Hoechst  Invitrogen, USA  33342 

Inhibidor de proteasas Thermo Scientific A32963 

Lipofectamina™ 2000 Invitrogen  11668-027 

Membrana de nitrocelulosa Bio-Rad BR20220520 

Opti-MEM Gibco  31985-070 

PBS Corning  46-013-CM 

Pen-Strep 

(Penicilina/Estreptomicina) 

Biological Industries 03-031-1B 

Persulfato de amonio  Sigma-Aldrich  A3678-25G 

PFA Thermo Scientific  28908 

PLL Sigma-Aldrich P4832-50mL 

Polibreno (Bromuro de Hexadimetrina) Sigma-Aldrich  H9268-5G 

SDS Winkler  BM-1650 

TEMED Thermo Scientific 28656355 

TGF-1 R&D Systems 240-B 

Tripsina-EDTA Gibco  15400-054 

Tris Winkler  BM-2000 

Tween20 Sigma-Aldrich P1379-250mL 

-MEM Gibco  12000-0222 

-Glicerofosfato Sigma-Aldrich G9422-50G 

 


