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1 RESUMEN

Introduccion: La Odontogénesis es el proceso por el cual se forman los dientes,
involucrando fendmenos de iniciacién, morfogénesis e histodiferenciacion. Diversas
moléculas participan de este proceso, entre ellas Caveolina-1 (Cav-1). Esta proteina
integral de membrana forma parte de balsas lipidicas presentes en la membrana
celular con forma de omega (QQ) denominadas Caveolas. Cav-1 participa de diversos
procesos celulares tales como transduccion de sefiales, transcitosis, endocitosis,
metabolismo celular, regulacién y transporte del colesterol celular, disposiciéon del
citoesqueleto de actina, polaridad celular, fusion de membranas y en la
angiogénesis. Sin embargo, la participacién de Cav-1 durante la Odontogénesis aln
no se comprende totalmente, por lo que se hace necesario indagar su rol durante
este proceso. El objetivo de este trabajo de investigacion fue revisar y sintetizar la
evidencia existente respecto de la expresion y funcién de Cav-1 en diferentes
formas de Odontogénesis y sus etapas.

Metodologia: Se realiz6 una revision sistematica cualitativa mediante una busqueda
exhaustiva, objetiva y reproducible usando bases de datos electrénicas, consulta
bibliografica y fuentes de literatura gris, para responder a la pregunta de
investigacion: “¢ Existe evidencia reportada de la expresion y funciéon de Cav-1 en
diferentes formas de Odontogénesis y sus diversas etapas?”’.

Resultados: Se incluyeron 4 articulos cientificos, los cuales evidencian la presencia
de Cav-1 durante las distintas etapas de la Odontogénesis, humana y murina, de
dientes a crecimiento limitado. Sin embargo, no se encontro literatura que explore
la relacién entre Cav-1y dientes a crecimiento continuo.

Conclusiones: La literatura existente concuerda en que Cav-1 se expresa durante

las distintas etapas de la Odontogénesis. Sin embargo, la evidencia encontrada es
escasa Yy lo descrito en ella es controversial. Ademas, no existe evidencia que
relacione a Cav-1 con las distintas formas de Odontogénesis, o que no permitié
responder a cabalidad la pregunta de investigacion. Por lo tanto, resulta complejo
establecer cudl es la relacion entre Cav-1 y la Odontogénesis en sus diferentes
formas y etapas. Se hace necesario explorarla con estudios experimentales a futuro
gue estandaricen la metodologia e intenten abarcar todas las aristas expuestas en

esta revision de la literatura.



2 MARCO TEORICO

2.1 ODONTOGENESIS

2.1.1 Generalidades de odontogénesis, tipos de odontogénesis

La odontogénesis es el proceso mediante el cual se forman los dientes
producto de la diafonia (crosstalk) entre las células epiteliales y mesenquimaticas
generando los cambios morfolégicos que determinan su desarrollo (Mitsiadis & Graf,
2009); la homeostasis y la mantencién posterior de los dientes formados, deciduos
0 permanentes, estan garantizadas por la cooperacion entre los tejidos duros y
blandos, asi como por las células madre residentes y su interaccion con la
inervacién y la vascularizaciéon (Pagella y cols., 2020; Oh y cols., 2020).

Un evento importante en la evolucion de los vertebrados fue la aparicion de
los dientes, hito que revolucioné la forma en que se ingerian los alimentos, dando
ventaja y otorgando dominancia a gnatéstomos (grupo de animales provistos de
mandibulas articuladas) tanto terrestres como acuaticos (Jheon y cols., 2013).
Investigaciones han descubierto estructuras similares a dientes en criaturas de hace
400 millones de afios, donde placas de tejidos duros eran usadas para triturar y
moler alimentos, demostrando que las caracteristicas basicas de los dientes son
altamente conservadas a lo largo del proceso evolutivo (Pagella y cols., 2020;
Rucklin & Donoghue, 2015; Jheon y cols., 2013). Sin embargo, el nimero, tamafio
y forma de los dientes varia significativamente entre las especies principalmente
debido a un proceso de seleccién natural ejercido por los variados tipos de dieta
(Jheon y cols., 2013).

Una de las funciones mas importantes de los dientes es la trituracion y
molienda de los alimentos, no obstante, pueden jugar diversos roles en la vida diaria
de los animales. Las morsas usan sus colmillos para transportarse en plataformas
de hielo; elefantes y cerdos se abren camino a través de entornos boscosos gracias
a sus dientes; roedores construyen complejas redes de tuneles; el ayeaye utiliza
Sus incisivos para crear agujeros en los arboles y acceder a los insectos en su
interior; especies de focas usan sus dientes frontales para quitar el hielo y crear

respiraderos; los felinos los utilizan para transportar a sus crias o para amenazar a
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depredadores (Gorman & Hulsey, 2020). Los humanos modernos también ocupan
sus dientes para modificar recursos y transportar objetos, a menudo los emplean
para abrir paquetes o sostener articulos cuando sus manos estan ocupadas,
conductas que probablemente se han conservado desde nuestros antepasados
(Gorman & Hulsey, 2020).

Muchos peces, reptiles y anfibios, poseen mudltiples denticiones
(polifiodontes), con unidades de formas similares (homodontos), que se someten a
un reemplazo constante. Estos dientes estdn compuestos de dentina y esmalte, no
poseen raices, y estan unidos directamente al hueso por anquilosis o tejido fibroso
(Tucker & Fraser, 2014). En contraste, la mayoria de los dientes de mamiferos
poseen raices y estan conectados a los maxilares a través de interacciones entre el
ligamento periodontal y las cavidades alveolares (tecodontes), solo poseen dos
generaciones de dientes (difiodontes) lo que parece estar relacionado con el
requerimiento de una oclusion compleja para el procesamiento eficiente del
alimento (Tucker & Fraser, 2014). Ademas, los mamiferos en general son
heterodontes, es decir, poseen dientes con formas diferentes, los que se dividen en:
incisivos, caninos, premolares y molares (Jheon y cols., 2013). Esta condicion
resulta de la evolucién morfolégica desde un modelo cénico primitivo con una sola
cuspide hasta un patron multitubercular que dota a los dientes de crestas y aristas
para cortar y triturar el alimento (Pérez y cols., 2010).

Algunos mamiferos solo poseen una denticion en el curso de sus vidas, lo
gue se denomina monofiodonto (Li y cols., 2017). En lugar de reemplazar su
denticién, contrarrestan los problemas del desgaste dentario con la presencia de
dientes que presentan una forma de odontogénesis permanente y crecen
continuamente (hipselodoncia), aunque producen esmalte y dentina de forma
continua, éstos se ubican de modo diferente en las superficies de estos dientes
(Tucker & Fraser, 2014). Existen nueve 6rdenes de mamiferos en los que todos o
algunos de sus dientes han evolucionado a la hipselodoncia, en conejos y conejillos
de india (cobayo, cuy, cuye), los molares e incisivos son hipselodontos, mientras
gue en las ratas y ratones esa habilidad se limita a los incisivos; en elefantes y
morsas (con incisivos hipselodontes) hasta perezosos con toda su denticién
homodonta a crecimiento continuo (Calamariy cols., 2018; Tucker & Fraser, 2014).

En otros mamiferos monofiodontes, los dientes poseen coronas muy altas
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(hipsodoncia) para proteger a la pulpa dental de la erosion, esta caracteristica se
postula como una forma intermedia de odontogénesis y seria una etapa en el
camino evolutivo hacia la hipselodoncia (Tucker & Fraser, 2014; Jheony cols., 2013)

Humanos y roedores evolucionaron desde un ancestro mamifero coman que
poseia una denticibn compuesta de 3 incisivos, 1 canino, 4 premolares y 3 molares
en cada cuadrante, los que eran reemplazados una sola vez (Jheon y cols., 2013).
Sin embargo, el proceso evolutivo en los humanos hizo que disminuyera el tamafio
del aparato masticatorio, aumentando del apifilamiento dental. En respuesta a esto,
se redujo el nUmero y tamafio de los dientes (Pérez y cols., 2010). Actualmente, la
denticibn humana adulta consta de 2 incisivos, 1 canino, 2 premolares y 3 molares
en cada cuadrante (Figura 1), conservando la caracteristica difiodonte (Zohrabian y
cols., 2015). Se cree que la disminucion del tamafio maxilar y mandibular tiene
relacion con el desarrollo de la tecnologia y el uso de herramientas para procesar
alimentos, ademas de cambios en la dieta con la introduccién de la agricultura y de
los alimentos procesados, implicando un menor esfuerzo del aparato masticatorio,
y, por lo tanto, un menor desarrollo de éste (Pérez y cols., 2010).

Los ratones, como roedores, poseen una denticion altamente especializada,
en cada cuadrante, un solo incisivo es separado de tres molares por una region
desdentada denominada diastema (Figura 1) (Jheon y cols., 2013; Mitsiadis &
Luder, 2011). Sus molares son homélogos a los dientes humanos, cuya formacion
es a crecimiento limitado, similitud que se refleja en la alta conservacion de las redes
moleculares que regulan su desarrollo a través de las mismas etapas morfoldgicas,
resultando en una anatomia final parecida (Pagella y cols., 2020; Mitsiadis & Luder,
2011). Estas propiedades han convertido al molar de roedor en un modelo éptimo

para el estudio de la morfogénesis y las interacciones epitelio-mesénquima.



Humano

—

—— Mandibula ——— Maxilar ——

Figura 1: Denticion humanay de ratén

Los arcos dentales maxilares (A, C) y mandibulares (B, D) muestran las denticiones reducidas en
humanos adultos (A, B) y ratones (C, D). Ambas especies derivan de un ancestro mamifero comun
gue se cree tenia 3 incisivos, 1 canino, 4 premolares y 3 molares en cada cuadrante (adaptada de

Jheony cols., 2013).
Abreviaciones: I=incisivo; I1=incisivo central; I2=incisivo lateral; C=canino; PM1=primer premolar,
PM2=segundo premolar; M1=primer molar; M2=segundo molar; M3=tercer molar; D=diastema

En contraste a los molares, los incisivos de raton se encuentran en un
proceso constante de odontogénesis, ya que crecen continuamente gracias a la
presencia de poblaciones de células madre epiteliales y mesenquimales dentales
adultas (Krivanek y cols., 2020; Zhao y cols., 2018; Ohshimay cols., 2005). En este
tipo de dientes, las células productoras de esmalte solo se encuentran en la cara
vestibular, mientras que la cara lingual constituye un analogo radicular (Figura 2) (Li
y cols., 2017). Por lo tanto, los incisivos de ratdon se caracterizan por territorios
anatomicamente distintos y molecularmente definidos, donde los eventos de
proliferacion, diferenciacion y maduracion celular pueden analizarse facilmente,
razon por la cual, se han convertido en un modelo para el estudio de células madre,
junto con otros 6rganos de crecimiento continuo, como el pelo y las uiias (Pagella 'y
cols., 2020; Naveau y cols., 2014; Jheon y cols., 2013).
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Incisivo de raton adulto

ACL
Vaina
epitelial
radicular

Cavidad oral Mandibula
Dentina Cemento

Pulpa dental

Pulpa dental

Andlogo radicular
=5 ACV

Andlogo de corona

S -

7
Esmalte Ameloblastos Odontoblastos

Figura 2: Incisivo de ratén adulto

En el incisivo de raton adulto, las asas cervicales linguales y vestibulares (ACL y ACV) persisten
a lo largo de la vida adulta. Solo la ACV contiene células madre dentales, lo que permite un
suministro continuo de ameloblastos productores de esmalte en el andlogo de corona que se
encuentra en la zona vestibular. La pulpa dental estd rodeada por dentina, producida por
odontoblastos derivados del mesénquima. El analogo de raiz, que se encuentra hacia lingual, esta
cubierto por cemento, que ayuda al incisivo a anclarse al hueso mandibular (adaptada de Yu &
Klein, 2020).

La mayoria de los analisis moleculares del desarrollo dentario se han
realizado en el raton debido a que los mecanismos subyacentes al desarrollo, la
homeostasis y la regeneracion de los dientes estan altamente conservados entre
humanos y roedores (Mitsiadis & Luder, 2011), ademas de su susceptibilidad frente
al analisis y manipulaciones genéticas (ratones knock-out y transgénicos) (Yu &
Klein, 2020). Sin embargo, estudios en diferentes mamiferos -incluidos los
humanos- asi como en varios peces y reptiles, demuestran una alta conservacion
de los genes reguladores de la odontogénesis entre las diferentes especies (Nanci,
2018).

Las vias moleculares y los procesos morfogenéticos involucrados en el
desarrollo dentario han sido un foco de investigacién intensa en las Ultimas décadas,
puesto que, la interaccion entre el epitelio y el mesénquima, tan caracteristica del
desarrollo del molar de ratén, también es la base del desarrollo de numerosos
organos tales como foliculos pilosos, extremidades, glandulas, pulmones y rifiones
(Pagellay cols., 2020; Jheon y cols., 2013; Jiménez-Rojo y cols., 2012). Es por esto
que el diente constituye un modelo de excelencia para estudiar todos los procesos
basicos que subyacen al desarrollo de los 6Organos, desde la iniciacion, la
morfogénesis, hasta la diferenciacion terminal y mineralizaciéon, asi como la

homeostasis y la regeneracion (Pagella y cols., 2020).
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2.1.2 Proceso de Odontogénesis a crecimiento limitado

Los seres humanos poseen 2 denticiones con dientes a crecimiento limitado:
la denticién primaria o decidua, que consta de 20 dientes, y la denticion permanente
que consta de 32 dientes (Zohrabian y cols., 2015). Los dientes primarios
comienzan su desarrollo entre la sexta y la octava semana de gestacion, mientras
que, los dientes permanentes comienzan a desarrollarse en la vigésima semana de
gestacion, culminando con la erupcion del tercer molar en la etapa adulta (>18 afios)
(Zohrabian y cols., 2015). Los tejidos requeridos para el desarrollo dentario se
originan de dos fuentes principales: el epitelio dental, derivado del ectodermo oral,
y el mesénquima, derivado de las células de la cresta neural (ectomesenquima)
(Pagella y cols., 2020; Jheon y cols., 2013). El proceso de Odontogénesis requiere
de la interaccion epitelio-mesénquima, en el que se pueden identificar tres grandes
etapas: iniciacion, morfogénesis e histodiferenciacion (Yu & Klein, 2020; Nanci,
2018). Se cree que la Odontogénesis se inicia gracias a factores residentes en el
epitelio dental que influyen en el ectomesénquima, pero que con el tiempo este
potencial es transferido y asumido por el mesénquima (Nanci, 2018).

En la cuarta semana de gestacion comienza el desarrollo del estomodeo,
depresion ventral ubicada justo caudal al cerebro en desarrollo y que a futuro
constituird la boca (Zohrabian y cols., 2015). Esta cavidad oral primitiva, esta
revestida por epitelio escamoso estratificado de origen ectodérmico denominado
epitelio oral (Nanci, 2018). Aproximadamente en la sexta semana de vida
intrauterina, el epitelio oral prolifera aumentando su grosor para dar origen a una
estructura llamada banda epitelial primaria, placoda odontogénica o lamina
primitiva. Este engrosamiento epitelial en forma de herradura se desarrolla en los
procesos maxilar y mandibular (Nanci, 2018). La banda epitelial primaria prolifera
en el mesénquima subyacente colonizado por células de la cresta neural
(ectomesénquima) y rapidamente se divide en dos estructuras, la lamina vestibular
y la ldmina dental, siendo esta Ultima la base del desarrollo de la denticién (Nanci,
2018; Zohrabian y cols., 2015)

Una caracteristica clave de la iniciacion del desarrollo dental es la formacion
de engrosamientos o placodas localizadas dentro de la lamina dental (Figura 3), las

gue se cree inician la formacion de las diversas familias de dientes (Nanci, 2018).
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Estas placodas morfolégicamente similares a las de los dientes, en diversas
especies animales, también inician el desarrollo de otros apéndices ectodérmicos
como el pelo y las plumas. Los mecanismos y genes basicos involucrados en la

formacién y funcién de todas las placodas son similares (Nanci, 2018).

Iniciacion

Lamina Dental

000000000000 000
Placoda Dental ...A 000
s ed P
. e

..... (o

Figura 3: Iniciacion del desarrollo dental

La odontogénesis comienza durante el desarrollo embrionario temprano con la formacion de la
lamina dental como un engrosamiento del epitelio oral en el sitio del futuro arco dentario. Luego
se forman placodas dentales a lo largo de la lamina dental. Estas estructuras epiteliales
establecen interacciones reciprocas con las células mesenquimales de la cresta neural derivadas
del ectodermo (adaptada de Pagella y cols., 2020).

Abreviaciones: ed=epitelio dental; md=mesénquima dental; eo=epitelio oral.

Las células de la placoda dental proliferan y se invaginan en el mesénquima
subyacente, para dar origen a una estructura epitelial denominada “yema o botén”
(Figura 4) (Yu & Klein, 2020; Nanci, 2018; Li y cols., 2017; Jheon y cols., 2013) Al
unisono, las células mesenquimales se condensan alrededor de la yema para
formar la papila dental, estructura que induce la morfogénesis dentaria y que dara
lugar a la pulpa dental (Li y cols., 2017; Jheon y cols., 2013). Un grupo de células
epiteliales que no se dividen, ubicadas en el estrato basal del epitelio, constituyen
el “nodo de esmalte” (NE) primario, un centro de sefializacién que induce la
proliferacion y elongacion del epitelio dental, avanzando a la “etapa de copa”
(Pagellay cols., 2020; Yu & Klein, 2020; Nanci, 2018).
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Figura 4: Morfogénesis

Durante la morfogénesis el epitelio dental se invagina en el mesénquima para formar la Yema
dental. A medida que avanza el desarrollo, el epitelio se proyecta en el mesénquima, rodeandolo,
lo que resulta en la formacion de la Copa dental. La transicion Yema-Copa se caracteriza por la
aparicién de nodos de esmalte, centros de sefializacién localizados en los sitios de las futuras
cuspides (adaptada de Pagella y cols., 2020).

Abreviaciones: ed=epitelio dental; md=mesénquima dental; fd=foliculo dental;, re=reticulo
estrellado; pd=papila dental.

Durante la etapa de copa continta la proliferacion y crecimiento de la yema
dental, la que se extiende y rodea a la papila dental (Figura 4), avanzando en la
morfogénesis dentaria (Pagella y cols., 2020; Jheon y cols., 2013). En esta etapa,
el tejido epitelial conforma el “érgano del esmalte” estableciéndose tres zonas: el
epitelio dental externo (EDE), el reticulo estrellado (RE) y el epitelio dental interno
(EDI) (Nanci, 2018). Ademas, surge el foliculo dental, una poblacién de células
mesenquimales que rodea al érgano del esmalte y a la papila dental, y que en
etapas posteriores formara el cemento, el ligamento periodontal y el hueso alveolar
(Li y cols., 2017). La porcion distal del 6érgano del esmalte abraza a la papila
subyacente formando la zona de inflexién cervical o asa cervical, que a futuro
dara origen a la vaina epitelial radicular. Al final de la etapa de copa el NE primario
sufre apoptosis, para dar lugar a los NE secundarios (Yu & Klein, 2020; Nanci,
2018).
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En el inicio de la etapa de campana denominada “campana temprana”,
contintan los cambios morfoldgicos, el germen dental aumenta de tamafo y la
forma definitiva de la corona dental se hace cada vez mas evidente (Jheon y cols.,
2013). En molares, el epitelio se pliega determinando la forma y numero de
cuspides, sitios en lo que aparecen los NE secundarios quienes se encargan de
regular estos eventos, y cuya iniciacion esta controlada por el NE primario (Pagella
y cols., 2020; Li y cols., 2017; Jheon y cols., 2013).

En este punto el 6rgano del esmalte consta de 4 estratos celulares diferentes
(Figura 5): El epitelio dental externo (EDE) compuesto de células aplanadas que
delimitan la periferia del 6rgano del esmalte enfrentando a las células del foliculo
dental; el reticulo estrellado (RE) integrado por células con aspecto estrellado,
fendmeno que se produce debido al incremento del liquido intercelular; el estrato
intermedio (EI) conformado por células aplanadas que surgen entre el RE y el EDI,
finalmente, el epitelio dental interno (EDI) compuesto por células cilindricas bajas
gue se encuentran enfrentando a las células de la papila dental (Pagella y cols.,
2020; Gomez y Campos, 2019).

La papila dental est4 separada del érgano del esmalte por una membrana
basal en donde se acumularan las primeras proteinas secretadas de la matriz del
esmalte. Células mesenquimales de la papila se extienden alrededor del érgano del
esmalte constituyendo el foliculo dental, distinguiéndose de la papila dental en que
muchas mas fibras de coladgeno ocupan los espacios extracelulares entre las células
foliculares, las que se orientan circularmente alrededor del 6rgano del esmalte y de

la papila dentaria (Nanci, 2018).
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Figura 5: Histodiferenciacion

En esta etapa los Nodos del esmalte secundarios se encargan de orquestar el inicio de la
diferenciacion de las células del EDI seguidas de las células de la papila dentaria, las que dan
origen Ameloblastos productores de esmalte y Odontoblastos productores de dentina (adaptada
de Pagellay cols., 2020).

Abreviaciones: EDE=Epitelio dental externo; RE=reticulo estrellado; El=estrato intermedio;
EDI=Epitelio dental interno; D=Dentina; E=Esmalte; fd=Foliculo dental; pd= Papila dental.

La histodiferenciacion comienza en las células del EDI las cuales detienen su
actividad mitotica, se elongan torndndose altas y revierten su polaridad quedando
el nucleo orientado hacia el estrato intermedio. A medida que avanza su
diferenciacion en preameloblastos, secretan algunas proteinas del esmalte, junto
con otras moléculas (incluyendo factores de crecimiento), hacia la membrana basal,
actuando como inductores para la diferenciacion de las células de la papila dental,
las que aumentan su tamafo rapidamente para terminar convirtiéndose en
odontoblastos (Nanci, 2018). Este proceso se inicia en los sitios de las futuras
cuspides dentales, como se observa en la Figura 6, orquestada por la sefializacion
de los nodos del esmalte, y desciende gradualmente a lo largo de las pendientes de
las cuspides avanzando hasta la zona de inflexion o asa cervical, seguido por la
aposicion de las matrices de dentina y esmalte, las que se enfrentan entre si para

definir la union amelodentinaria (Nanci, 2018).
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Figura 6: Patrén de diferenciacion celular

La diferenciacion celular del epitelio dental interno y de las células superficiales de la papila dental
comienza en los sitios de las futuras cuspides, y avanza gradualmente hacia la zona de inflexion
cervical. Este patron se replica ademas en la aposicién de los tejidos duros de la corona, el
esmalte y la dentina (adaptada de Nanci, 2018).

Los odontoblastos, en el transcurso de su diferenciacion, comienzan a
elaborar la matriz organica de la dentina, que se incorpora a las proteinas
secretadas por los preameloblastos, esta “predentina” madura y finalmente se
mineraliza, y a medida que ésta se deposita, los odontoblastos se desplazan hacia
el centro de la papila, dejando una extension citoplasmatica alrededor de la cual se
forma la dentina, estableciendo el caracter tubular del tejido dentinario (Nanci, 2018;
Jheon y cols., 2013). Por su parte, las células del EDI (preameloblastos) contindan
su diferenciacion en ameloblastos y depositan la matriz organica del esmalte sobre
la primera capa de dentina formada (dentina del manto), la que se mineraliza casi
de inmediato instaurando la capa inicial del esmalte (Pagella y cols., 2020). Cabe
destacar que, aunque la produccion de proteinas del esmalte ocurre previo la
formacion de la dentina del manto, estas proteinas no se ensamblan como una
matriz organizada sino hasta que la dentina del manto se ha formado (Nanci, 2018).

Anterior a la formacion de la dentina del manto, las células del 6rgano del
esmalte reciben los nutrientes a través de vasos sanguineos presentes en la papila

dental y de vasos sanguineos ubicados en la periferia del EDE. Al formarse la
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dentina del manto se reducen drasticamente los nutrientes que alcanzan al EDI, en
el momento en que las células de éste estan a punto de secretar esmalte
activamente, por lo que su demanda de nutrientes aumenta. Esta demanda, es
compensada con un aparente colapso del RE y la invaginacion del EDE para
permitir el ingreso de vasos sanguineos que se encuentran en el exterior (Nanci,
2018).

Cuando la predentina alcanza la zona de inflexion cervical tendremos una
“corona temprana” en donde la papila dental alcanza mayor grado de madurez
estructurando la pulpa dentaria y se induce la formacion de la vaina epitelial
radicular dando paso a la formacién radicular, periodonto de insercién y la erupcién
dentaria (Yu & Klein, 2020). Una vez completa la formacion del esmalte, se genera
una capa de ameloblastos reducidos que en conjunto con los otros elementos
vestigiales del érgano del esmalte conforman una capa protectora, los epitelios
reducidos del 6rgano de esmalte, la cual se fusionara con las capas basales del
epitelio oral una vez que erupciona el diente (Pagella y cols., 2020).

La formacién radicular se produce seguido de la formacion de la corona, una
vez que el esmalte ha alcanzado la union cemento-esmalte (definiendo el limite
entre la raiz y la corona) (Jheon y cols., 2013). La regién apical del érgano del
esmalte se elonga y da origen a la vaina epitelial radicular (Figura 7), una estructura
epitelial de doble capa que crece entre la papila y el foliculo dental (Nanci, 2018; Li
y cols., 2017). La vaina epitelial radicular estimula la diferenciacion de los
odontoblastos a partir de las células ectomesenquimales que se encuentran en
contacto directo, induciendo asi la formacién de la dentina radicular, guiando en
todo momento la formacion radicular y determinando el tamafio, forma y nimero de
raices. Cualquier perturbacién en su formacion lleva a malformaciones que afectan
la estructura, forma, namero, longitud y otras caracteristicas de la raiz (Pagella y
cols., 2020; Liy cols., 2017).
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Figura 7: Formacion radicular

Cuando los tejidos mineralizados de la corona alcanzan la zona cervical dentaria, comienza la
elongacion del asa cervical, la cual se transforma en la vaina epitelial radicular (VER), estructura
gue inicia y coordina la formacion radicular (adaptada de Pagella y cols., 2020).

Abreviaciones: fd=foliculo dental; pd=papila dental; VER=Vaina epitelial radicular.

Luego de que la vaina epitelial radicular se mueve en direccion a la region
apical del diente, se perfora en diversos puntos via apoptosis localizada, dando
lugar a una estructura tipo red o malla (Pagella y cols., 2020; Liy cols., 2017). Esta
red permite la interaccion directa entre las células foliculares y la dentina recién
formada, lo que induce la diferenciacion de las células foliculares en
cementoblastos, quienes comienzan la produccién del cemento (Yu & Klein, 2020;
Nanci, 2018; Liy cols., 2017). La formacién del ligamento periodontal comienza con
la migracion de las células del foliculo en contacto con la vaina, entre la raiz y el
hueso alveolar. Este evento coincide con el comienzo de la perforacion de la vaina.
Posteriormente comienza la secrecion de fibras de colageno, las que luego se
engrosan y organizan de forma estructurada (Li y cols., 2017).

La vaina epitelial radicular no se degenera completamente durante la
formacion de la raiz, algunos fragmentos de ella se convierten en restos celulares
epiteliales (restos de Malassez), residuos quiescentes que contribuyen a la
homeostasis del ligamento periodontal y a la regeneracion y reparacion del cemento

(Liy cols., 2017).
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Poco después del inicio de la formacién radicular comienza el proceso de
erupcion dentaria, el que consiste en atravesar los tejidos que cubren a la corona:
el tejido 6seo y la mucosa de revestimiento de la cavidad oral. Cuando comienza el
movimiento eruptivo, el esmalte aun se encuentra revestido por una capa de
ameloblastos y remanentes del érgano del esmalte (capa papilar o cuticular), los
gue en conjunto forman el epitelio reducido del 6érgano del esmalte (Figura 8).

A medida que el diente avanza hacia la cavidad oral, el tejido 6seo se resorbe
seguido de la disgregacién del corion de la mucosa. Cuando el diente alcanza el
epitelio oral, el epitelio reducido del 6rgano del esmalte se fusiona con las capas
basales del epitelio oral, formando una union adherente de células sobre la corona
dentaria, la cual se degenera en su zona central formando un canal por el que
erupciona el diente, dejando restos celulares en la corona. De esta forma, se logra
la erupcién dentaria sin exposicion del tejido conectivo circundante y sin
hemorragias. Al tiempo que el diente avanza por el canal epitelial se forma la unién
dentogingival o epitelio de unién a partir de las células del epitelio oral y del epitelio
reducido del esmalte. Finalmente, el diente alcanza su posicién en la cavidad,

llegando al plano oclusal (Nanci, 2018).

Epitelio reducido
del esmalte

Espacio del

Epitelio oral csimatte

Espacio del Espacio del
esmalte esmalte

A B c
Figura 8: Erupcion dentaria
A: A medida que el diente se acerca al epitelio bucal, una fina capa de tejido conectivo separa el
organo del esmalte del epitelio bucal. B y C: A medida que se pierde el tejido conectivo, los dos
epitelios se ponen en contacto y se fusionan a lo largo de la cara lateral de la corona del diente.
Esta fusion lateral permite mantener en todo momento la continuidad epitelial ya que la parte
central de la corona perfora el epitelio bucal (adaptada de Nanci, 2018).
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2.1.3 Vias de sefalizacion en Odontogénesis

Diversas vias de sefalizacion trabajan en sintonia para orquestar el
desarrollo dentario, responden a sefales intercelulares, al entorno, al control del
ciclo celular y a la patogénesis (Jheon y cols., 2013).

Se han descrito cinco principales vias de sefalizacion molecular (Figura 9)
gue coordinan y regulan el desarrollo dentario: la proteina morfogénica 6sea (BMP),
el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), Sonic hedgehog (Shh), el sitio de
integracion relacionado con Wingless (Wnt) y la Ectodisplasina (EDA) (Nanci, 2018;
Thesleff, 2018). Hasta la fecha, se conoce parcialmente la interaccion de estas vias
con una serie de moléculas presentes en las células madre que llevan a cabo el
proceso de odontogénesis. Sin embargo, la literatura apoya su relevancia desde la
definicion de las placodas dentales hasta las Ultimas etapas de mineralizacién y
erupcion dentaria (Yu & Klein, 2020).
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esmalte Esmalte
BMP BMP
FGF FGF Dentina
SHH SHH SHH
WNT WNT:
Epitelio WNT
N
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Mesénquima BMP - -~
activin FGF FGF Raiz
Fer WNT Pulpa
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— > > >
Iniciacién Morfogénesis Diferenciacion celular Secrecion de matriz

Figura 9: Vias de sefalizacion involucradas en la Odontogénesis

La regulacion del desarrollo dental es producida por una cadena de interacciones entre los tejidos
epiteliales y mesenquimales. Las interacciones reciprocas estan mediadas por las moléculas de
sefializacion de BMP, FGF, Shh, WNT y EDA (adaptada de Thesleff, 2018).

La inhibicién de su expresion o bien la sobreexpresion de estos morfogenos
pueden inducir anomalias del desarrollo dentario. Estas anomalias se suelen
clasificar en: alteraciones de tamafo, de forma, numero, alteraciones en la

estructura dentaria y de la erupcion (Martin-Gonzalez y cols., 2021).
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2.1.3.1 SENALIZACION EN ETAPA DE INICIACION

Previo al inicio de la odontogénesis se establece el patron de la denticion
gracias a los gradientes competitivos de los ligandos de FGF y BMP, que
determinan la ubicacién exacta y el tipo de dientes que se desarrollardn (Jheon y
cols., 2013). Bmp4 dirige la forma de los incisivos y Fgf8 la forma de los molares
(Pagellay cols., 2020). Ademas, ambas vias desencadenan la expresion de Pax9y
Msx1, los cuales son un sello distintivo de la condensacién mesenquimal en la etapa
de yema (Yu & Klein, 2020).

La sefalizacion de Shh y FGF son impulsores fundamentales de las primeras
fases de la odontogénesis. La inhibicion de Shh detiene el crecimiento y la
invaginacion epitelial (Pagella y cols., 2020). Por otro lado, el bloqueo de FGF
interrumpe la migracion celular, lo que genera yemas mas pequefas y de formacion
tardia (Yu & Klein, 2020).

La via Wnt también juega un papel importante en las fases iniciales del
desarrollo dental. La inhibicion de la sefalizacion de Wnt epitelial bloquea el
desarrollo de dientes en la etapa de placoda e interrumpe la formacion del nodo del
esmalte primario, mientras que su inhibicion mesenquimal detiene la odontogénesis
en etapa de yema, provocando agenesias (Yu & Klein, 2020). Por el contrario, el
aumento de la actividad Wnt genera la formaciéon de mdultiples yemas dentales y
dientes supernumerarios (Pagella y cols., 2020).

2.1.3.2 SENALIZACION EN ETAPA DE MORFOGENESIS

Durante la transicion de yema a copa, el epitelio dental se caracteriza por la
apariciéon de nodos de esmalte (NE), centros de sefializacion localizados en los
sitios de las futuras cuspides. Las células del NE producen Wnt, Shh, BMP y FGF,
gue a su vez modulan la proliferacion de los tejidos epiteliales y mesenquimales
adyacentes, lo que conduce a la formacion de cuspides dentales (Pagella y cols.,
2020; Jheon y cols., 2013).

Los nodos del esmalte y la formacion de cluspides también estan fuertemente
modulados por la actividad de ectodisplasina (EDA). EDA controla el tamafio del NE
primario, por lo que su mutacion en ratones crea NEs pequefios, mostrando
defectos en la invaginacion epitelial, resultando cuspides aplanadas (Pagellay cols.,

2020). La mutacibn de EDA en el ser humano causa displasia ectodérmica
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hipohidrética (DEH), caracterizada por presentar oligodoncia, pérdida de cabello,

xerostomia y anhidrosis (Nanci, 2018; Thesleff, 2018).

2.1.3.3 SENALIZACION EN ETAPA DE CITODIFERENCIACION Y
MINERALIZACION

Durante la diferenciacion de las células epiteliales en ameloblastos, el FGF
es fundamental para la generacion de sus progenitores. Por su parte, la actividad
de Shh es necesaria para la diferenciacion terminal adecuada de los ameloblastos
y la produccion de esmalte. La sefalizacion de Wnt es esencial para la migracion
de ameloblastos durante su diferenciacion (Pagella y cols., 2020). BMP regula el
patron cuspideo, y en ultima instancia la forma de la corona, ademéas de la
diferenciacion de odontoblastos y ameloblastos (Li y cols., 2017; Jheon y cols.,
2013).

2.1.3.4 SENALIZACION EN ETAPA DE FORMACION RADICULAR

Los ligandos de BMP se expresan en las primeras fases de la formacion
radicular, y su diafonia con la sefializacion de Shh es necesaria para la formacion
adecuada de la vaina epitelial radicular y el posterior desarrollo de la raiz (Pagella 'y
cols., 2020). La pérdida de sefalizacion de BMP en el epitelio dental conduce a la
persistencia de la actividad de Shh en las raices, lo que lleva a un retraso en la
formacion radicular y defectos en su patrén de desarrollo (Pagella y cols., 2020).

FGF y Shh estan involucradas en mediar la interaccién epitelio-mesénquima.
Estudios sugieren que Fgfl0 controla el cese de la formacién de corona y el
comienzo de la formacion radicular, a traveés de la regulacion de la interaccién
epitelio-mesénquima (Li y cols., 2017). La sobreexpresiéon de Shh antes de la
iniciacidn de la raiz resulta en una menor proliferacion de las células mesenquimales
cercanas a la vaina epitelial radicular y a raices mas cortas (Li y cols., 2017).

La via Wnt es muy activa en el desarrollo de las raices de molares. La pérdida
de BMP en el mesénquima dental resulta en un aumento de la sefializacion de Wnt
(ya que BMP regula a antagonistas de Wnt), formando estructuras ectdpicas
similares a tejido 0seo en la region dentinaria (Li y cols., 2017).

Las células del ligamento periodontal también se diferencian gracias al

estimulo de estas diversas vias de sefalizacion, siendo la via BMP una de las mas
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importantes, la cual, es regulada por la expresion de una proteina presente en la
membrana plasméatica denominada Caveolina 1 (Cav-1). Estudios in vitro en células
mesenquimales, mostraron que la inhibicion de Cav-1 genera aumento de la
expresion de BMP, con una mayor diferenciacion de estas células en osteoblastos
y cementoblastos, mostrando que esta proteina puede estar involucrada en la
regulacion del proceso de formacion de los tejidos dentarios durante la
odontogénesis. Otro efecto encontrado por la inhibicion de Cav-1 fue un aumento
en la expresion de ligandos de Wnt y 3-catenina. Ademas, se observod la expresion
de Cav-1 en células endoteliales, células del ligamento periodontal, cementoblastos,
osteoblastos y nervios periféricos del hueso alveolar durante la formacion radicular

y erupcion dentaria en ratones (Lee y cols., 2016)
2.2 CAVEOLAS Y CAVEOLINA-1
2.2.1 Caveolas: descubrimiento, ubicacién, funcion

La membrana plasmatica de la mayoria de las células de mamiferos presenta
estructuras denominadas balsas lipidicas, las cuales corresponden a microdominios
de membrana ordenados, con una composicion proteica y lipidica determinada
(Zajchowski & Robbins, 2002). Un gran numero de proteinas y lipidos se acumulan
en aguellos microdominios, en donde se transmiten cascadas de sefializacion
rapidas, amplificadas y especificas (Boscher & Nabi, 2012).

Investigaciones realizadas a mediados del siglo XX, gracias a los avances en
microscopia electrénica, revelaron la presencia de mudltiples invaginaciones en
forma de omega (Q) en la superficie de células endoteliales y células epiteliales de
la vesicula biliar de raton, a las que denominaron Caveolas o “pequenas cuevas”
debido a su morfologia caracteristica (Srivastav y cols., 2019; Boscher & Nabi, 2012;
Zou y cols., 2012; Sotgia y cols., 2005). Estas formas especializadas de balsa
lipidica poseen un diametro de 50-100nm, son enriquecidas en colesterol y
glicoesfingolipidos, y pueden existir de forma individual, agrupadas en racimos o en
largas estructuras tubulares derivadas de la fusion de Caveolas en el citoplasma
(Volonte & Galbiati, 2020; Xing y cols., 2020; Routray, 2014; Zou y cols., 2012).

Desde su descubrimiento, las Caveolas se han encontrado en una gran

variedad de tejidos (Zou y cols., 2012). La proporcién de Caveolas presentes varia
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en funcion del tipo celular, mientras que es abundante en células musculares
(esqueléticas, cardiacas y lisas), endoteliales y adipocitos, donde pueden
representar el 30-70% de la membrana plasmatica (Parton y cols., 2020; Pereira-
prado y cols., 2017; Andrews & Rizzo, 2016; Hollins y cols., 2002), en células como
fibroblastos tan solo el 5% de la membrana esta formada por Caveolas y en
neuronas su presencia es aun menor (Srivastav y cols., 2019).

Las Caveolas se forman mediante el ensamblaje de dos conjuntos distintos
de proteinas que llegan a la membrana plasmatica (MP) por mecanismos diferentes.
Las Caveolinas (Caveolina-1, Caveolina-2 y Caveolina-3), proteinas integrales de
membrana, se sintetizan en el reticulo endoplasmatico (RE) y luego se desplazan
por el complejo de Golgi hasta la MP en un proceso dependiente de colesterol,
formando conjuntos oligoméricos a medida que avanzan por la via secretora (Figura
10). En la MP, se encuentran con proteinas accesorias, las Cavinas (Cavina-1, 2, 3
y 4), que se sintetizan en el citosol y luego son reclutadas en el microdominio de
membrana enriquecido con caveolina mediante la interaccion con esta y con los
lipidos, en donde forman oligomeros, para finalmente obtener la estructura
caracteristica (Parton y cols., 2020; Routray, 2014). La composicion lipidica, las
proteinas accesorias y la arquitectura de los dominios enriquecidos con Caveolina
en la MP pueden intervenir en la asociacion de Cavinas para garantizar que las
Caveolas se formen solo en la superficie celular (Parton y cols., 2018). Se ha
propuesto que las Cavinas regulan varias funciones, como el secuestro de las
Caveolinas dentro de las Caveolas, la curvatura de la membrana caveolar, el
movimiento intracelular de las Caveolas y el acoplamiento de la sefializacién
caveolar con la sefalizacién nuclear (Routray, 2014). Una sola Caveola madura
ensamblada comprende aproximadamente 140 moléculas de Cav-1, 50-80
moléculas de Cavina-1, otras cavinas (aproximadamente 20) y la estructura de anillo
oligomérico de EHD2 ensamblado (aproximadamente 40) (Parton y cols., 2020).

Las Caveolas son importantes reguladoras de los procesos de transduccion
de sefales. Las proteinas de transduccion de sefiales que se asocian a las
Caveolas son las siguientes: (1) quinasas; (2) canales de iones e intercambiadores
de iones; (3) receptores, incluidos los receptores acoplados a proteinas G,
receptores tirosina quinasa (RTK), receptores de hormonas esteroidales, el receptor
de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3R) y los receptores del factor de crecimiento
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transformante-f; y (4) la éxido nitrico sintasa (eNOS) (Volonte & Galbiati, 2020; Liy
cols., 2005). Sin embargo, el papel de las caveolas en las células eucariotas no se
limita a los mecanismos de transduccion de sefiales. De hecho, investigaciones en
la dltima década han demostrado que las Caveolas estan implicadas en la
transcitosis, la endocitosis independiente de clatrina, el metabolismo celular, la
regulacion y el transporte del colesterol celular, en la disposicion del citoesqueleto
de actina, la polaridad celular, la fusion de membranas y en la angiogénesis
(Srivastav y cols., 2019; Andrews & Rizzo, 2016; Routray, 2014; Zou y cols., 2012).
Ademas, se ha descrito que pueden desmontarse en respuesta a estimulos fisicos,
permitiendo a la célula hacer frente a los cambios en la tension de membrana,
funcionando como dispositivos mecanoprotectores (Parton y cols., 2018).

Debido a su participacion en multiples procesos celulares, las Caveolas se
han relacionado con numerosas enfermedades, como la diabetes, las
enfermedades cardiovasculares, la fibrosis pulmonar, cancer y una variedad de
distrofias musculares degenerativas, lo que hace que su estudio sea de gran

importancia biomédica (Parton y cols., 2020).
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Figura 10: Formacion y dindmica de las caveolas

Cav-1 se sintetiza en el RE. El dominio hidrofébico permite la acumulacién de Cav-1 en las gotas
de lipidos que brotan del RE. Cav-1 sintetizada se transporta al complejo de Golgi donde se
ensambla en un complejo rico en colesterol y luego se transfiere a la MP. La insercion de Cav-1
en la MP da lugar a la agrupacion de lipidos y al reclutamiento de otros componentes caveolares,
como las cavinas y EHD2. Cav-1 puede ser internalizada a través de la endocitosis caveolar y
entregada a los endosomas tempranos y tardios. En respuesta a una fuerza mecanica o a la
estimulacién de una sefal, las caveolas pueden aplanarse y liberar cavinas y EHD2 para su
direccionamiento intracelular, mientras que Cav-1 se redistribuye en la masa de la MP (adaptada
de Parton y cols., 2020)

Abreviaciones: RE=Reticulo Endoplasméatico; MP=Membrana Plasmatica
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2.2.2 Tipos de Caveolinas

Cada Caveola se encuentra conformada por aproximadamente 100-200
proteinas integrales de membrana denominadas Caveolinas (Pereira-prado y cols.,
2017). En los mamiferos se han identificado tres isoformas de Caveolina, las que
se encuentran codificadas por diferentes genes: Caveolina-1 (Cav-1), Caveolina-2
(Cav-2) y Caveolina-3 (Cav-3) (Tang y cols., 2021; Sawada y cols., 2007;
Zajchowski & Robbins, 2002). Estas proteinas de 18-20 kDa, poseen similar
estructura con dominios citosélicos N y C terminales, un dominio oligomérico y un
dominio denominado “dominio de andamiaje” (scaffolding domain), de 19 a 21
aminoéacidos de longitud, responsable de la interaccién con distintas moléculas de
sefalizacion (Surguchov, 2020; Srivastav y cols., 2019; Pereira-Prado y cols., 2017,
Hollins y cols., 2002). La literatura ha mostrado que Cav-1 y Cav-3 son esenciales
para la configuracion Caveolar, mientras que Cav-2 suele expresarse junto a Cav-
1, siendo incapaz de formar Caveolas en ausencia de ésta (Srivastav y cols., 2019;
Baker y cols., 2012; Sawada y cols., 2007).

Cav-1 y Cav-2 se coexpresan en muchos tipos celulares, encontrdndose
principalmente en adipocitos, neumocitos tipo |, células endoteliales, células
epiteliales y fibroblastos (Boscher & Nabi, 2012). Por otra parte, la expresion de
Cav-3 esta restringida al tejido muscular, es decir, las células musculares
esqueléticas, cardiacas y lisas (Srivastav y cols., 2019; Routray, 2014; Sotgia y
cols., 2005). Ademas, se ha demostrado que las tres Caveolinas se expresan en el
cerebro de los mamiferos (Jasmin y cols., 2009).

La principal funcién de las caveolinas es el reclutamiento de moléculas de
sefializacion en las caveolas, asi como la regulacion de su actividad (Tang y cols.,
2021), y gracias a ello se ven involucradas en procesos celulares como la
proliferacion y diferenciacién celular, apoptosis, migraciéon celular, endocitosis,
trafico vesicular y transduccion de sefales (Pereira-Prado y cols., 2017; Shiy cols.,
2016; Jasmin y cols., 2009). Se ha demostrado, ademas, su participacion en
procesos patologicos como el cancer, diabetes, enfermedad de Alzheimer, distrofia

muscular, enfermedades coronarias e hipertension (Surguchov, 2020).
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2.2.3 Caveolina 1: Composicion, localizacién, funcion, relacion con
diversos procesos (fisiolégicos y patoldgicos).

Cav-1 ha sido ampliamente estudiada a lo largo de los ultimos 20 afios, lo
cual ha permitido avances en el ambito genético, biolégico y bioquimico. Su
secuencia proteica comprende cuatro dominios: Un dominio NHz-terminal; un
dominio de scaffolding o de andamiaje (representado por los residuos 82-101),
responsable de la interaccion con patrones de sefales; un dominio de membrana,
que interactda con los lipidos de ésta; y un dominio terminal COOH (Volonte y cols.,
2020; Baker y cols., 2102). El inicio de la traduccion del ARNm de la Cav-1 se
produce en dos sitios diferentes para generar dos isoformas de Cav-1: Cav-1a con
178 aminoacidos de 24kDay Cav-1f con 148 aminoacidos de 21kDa (Pereira-Prado
y cols., 2017; Routray, 2014; Zajchowski & Robbins, 2002). La interaccion directa
con la caveolina-1 generalmente tiene como resultado el secuestro de una
determinada molécula de sefalizacion dentro de la caveola y la modulacién de su
actividad de sefalizacion (Volonte y cols., 2020).

Cav-1, ademas de expresarse en las caveolas, también se puede encontrar
en vesiculas endociticas (caveosomas), en el aparato de Golgi, reticulo
endoplasmatico, en el nucleo, en gotas de lipidos, en las mitocondrias y también
puede ser secretada al espacio extracelular (Pereira-Prado y cols., 2017; Routray,
2014). Esta proteina regula funcionalmente una gran variedad de moléculas de
sefalizacion, entre las que se encuentran las subunidades alfa de la proteina G,
GTPasas, H-Ras, 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS), receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), quinasas de la familia Src, Wnt/B-catenina,
receptores tirosina quinasa (RTK), proteina quinasa C (PKC), proteina quinasa A
(PKA), Mdm2 y proteina fosfatasa tipo 2A (Routray, 2014; Zou y cols., 2012). Cav-
1 se suele encontrar en gran medida en células diferenciadas terminales o
quiescentes, incluidos: adipocitos, células endoteliales, monocitos, macrofagos,
células dendriticas, microglia, astrocitos y linfocitos primarios T y B (Sahay &
Mergia, 2020).

La interaccion de Cav-1 con diversas moléculas determina su rol como
regulador en varios procesos celulares, tanto fisiolégicos como patolégicos. La
interaccion entre Cav-1y metaloproteinasas de la matriz, sugiere un papel regulador

en la remodelacion de la matriz extracelular (Surguchov, 2020; Volonte & Galbiati.,



29

2020). También se ha reportado que Cav-1 participa en la angiogénesis,
regulandola negativamente mediante la inhibicion del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), mientras que promueve la angiogénesis a través de la
via PI3K/Akt (Pereira-Prado y cols., 2017). Por otro lado, se ha demostrado que
modula a E-cadherina, uno de los principales componentes de las uniones
intercelulares, controlando de esta forma la migracion celular (Pereira-Prado y cols.,
2017). Multiples hallazgos han identificado a Cav-1 como un factor que contribuye
a la senescencia celular (una forma estable de detencion del ciclo celular que tiene
como objetivo evitar la propagacion de células con ADN dafiado), relacionandola
con la activacion de la via p53/p21, y encontrando que Cav-1 tanto en exceso como
en déficit promueve una respuesta senescente (Volonte & Galbiati, 2020).

Numerosas investigaciones han documentado la participacién de Cav-1 en
enfermedades como diabetes, Alzheimer, enfermedades cardiacas, deterioro
cognitivo, ateroesclerosis, en el curso de infecciones virales y en el cancer (Tang y
cols., 2021; Xing y cols., 2020; Surguchov, 2020; Lee y cols., 2015), siendo este
ultimo unos de los mas estudiados en los ultimos 20 afios.

El rol de Cav-1 en el cAncer es controversial, algunos autores proponen que
Cav-1 juega un papel doble en la progresion del tumor, actuando en las primeras
etapas, como supresor tumoral, induciendo la detencion del ciclo celular y la
apoptosis; mientras que en las Ultimas etapas promueve la invasién tumoral,
angiogénesis y metéstasis, haciendo al tumor mas resistente (Routray, 2014). La
expresion de Cav-1 esta reducida en el cAncer de mama, colon, carcinoma de ovario
y el sarcoma de tejidos blandos (Volonte & Galbiati, 2020; Routray, 2014). Mientras
que, en el cancer de préstata, adenocarcinoma ductal de pancreas, carcinoma de
células escamosas de esotfago, glioblastoma, carcinoma de células renales y el
carcinoma pulmonar de células pequefias se encuentra aumentada (Routray, 2014).
La falta de Cav-1 aumenta la génesis de tumores en ciertos modelos de cancer de
ratén, como el de mamay el de piel (Volonte & Galbiati, 2020). Ademas, en el cancer
mama, Cav-1 actia como un predictor de la recurrencia temprana del tumor, la
metastasis en los ganglios linfaticos y la resistencia al tamoxifeno (Routray, 2014).
Zou y cols., estudiaron el papel de Cav-1 en la quimioterapia de células de cancer
de colon y el mecanismo subyacente y concluyeron que niveles elevados de Cav-1

pueden promover resistencia a los farmacos quimioterapéuticos en las células
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cancerosas. Este mecanismo también seria coherente con un escenario propuesto
en el que la expresion de caveolina-1 se pierde en las fases iniciales del desarrollo
del cancer, pero vuelve a alcanzar niveles elevados en fases posteriores, cuando el
tumor ha adquirido propiedades de resistencia a multiples farmacos (Zou y cols.,
2012).

Existe evidencia acerca de la participacion de Cav-1 en la proliferacion y
diferenciacion celular. Hollins y cols., descubrieron que Cav-1 se expresa en el
cartilago aviar en desarrollo, particularmente en las zonas subyacentes a los
condrocitos en proliferacion, sugiriendo que Cav-1 actia como inhibidor de la via
Wnt/B-catenina, la cual se encarga de regular la progresion de los condrocitos a su
configuracion prehipétrofica (Hollins y cols., 2002). Ademas, estudios en ratones
knock-out para Cav-1, demostraron un aumento en la proliferacion in vivo de células
madre adultas intestinales, de glandulas mamarias y neurales, llegando a la
conclusiéon de que Cav-1 tiene un rol inhibidor en la proliferacion de este tipo de
células, mediante la inactivacion de la via Wnt/B-catenina (Jasmin y cols., 2009; Li
y cols., 2005; Sotgia y cols., 2005).

2.3 CAVEOLINA-1Y TEJIDOS MINERALIZADOS

La relacién entre Cav-1 y los tejidos mineralizados aun no esta clara, sin
embargo, existe evidencia que la involucra en sus procesos de desarrollo y
homeostasis.

La via de sefalizacion BMP juega un papel importante en el desarrollo
embrionario, especialmente en la condrogénesis, osteogénesis, odontogénesis,
neurogénesis y hematopoyesis (Nohe y cols., 2005). Un estudio realizado por Nohe
y cols., revel6 que los receptores de BMP se co-localizan con las isoformas de Cav-
1 (ay B), union que se ve interrumpida frente a la estimulacion con BMP2, uno de
los ligandos de BMP mas importantes en la osteogénesis. Sus resultados sugieren
que Cav-1, en particular Cav-1 3, mantiene secuestrados a los receptores BMP,
inhibiendo asi su cascada de sefializacion (Nohe y cols., 2005).

Investigaciones en ratones knock-out para Cav-1 describen alteraciones
esqueletales producto de un aumento en la tasa de mineralizacion, generando

trabéculas de gran tamafio y grosor con escasos espacios medulares, y un hueso
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compacto mas rigido y de mayor resistencia frente a estimulos mecanicos (Rubin y
cols., 2007). Ademas, se observo in vitro una mayor diferenciacion de osteoblastos
de raton, los cuales presentaron una morfologia anormal (Rubiny cols., 2007). Estos
resultados sugieren que cav-1 ayuda a mantener los progenitores de osteoblastos
en un estado de menor diferenciacion, y la ausencia de cav-1 hace que el hueso
madure mas rapidamente. Siguiendo con esa linea de investigacion, Baker y cols.,
examinaron la expresion de Cav-1 en las células madre mesenquimales (MSC)
derivadas de la médula 6sea humana. Detectaron que Cav-1 se expresa débilmente
en la membrana plasmatica de las MSC indiferenciadas, aumentando su expresion
cuando las MSC son inducidas a diferenciacion osteogénica. En tanto que, la
eliminacién de Cav-1 aumenta la proliferaciéon de las MSCs y la diferenciacion
osteogénica (Baker y cols., 2012). Estos hallazgos sugieren que la Cav-1 actla
normalmente para regular la renovacion y diferenciacion de las MSC, y que el
aumento de la expresion de Cav-1 durante la osteogénesis probablemente actla
como una retroalimentacion negativa para estabilizar el fenotipo celular diferenciado
y reducir la respuesta de las MSC a los estimulos de diferenciacion (Baker y cols.,
2012).

Un efecto contrario se observd en un estudio realizado por Zou y cols., en
donde se analiz6 el rol de Cav-1 frente a la estimulacion de células derivadas de
osteoblastos fetales humanos con Leptina, una proteina que tiene efecto
proliferativo sobre los osteoblastos. Mostraron que Cav-1 potencia la actividad de la
Leptina, aumentando su efecto proliferativo sobre los osteoblastos (Zou y cols.,
2012).

Leey cols., estudiaron el rol de Cav-1 en la osteoclastogénesis, tanto in vivo
como in vitro, encontrando que los niveles de Cav-1 aumentan al inducir la
osteoclastogénesis en células derivadas de la médula 6sea, y que ratones hembra
Knock-out para Cav-1 presentaron un menor nimero de osteoclastos en el hueso,
lo que se tradujo en un volumen 0seo trabecular significativamente mayor, en
comparacion con los ratones de control. Los ratones macho no presentaron
mayores diferencias, por lo que los autores sugieren que la deficiencia de Cav-1
afecta al fenotipo 6seo en funcion del sexo (Lee y cols., 2015).

Durante la mineralizacion 6sea, ademas de secretar proteinas de la matriz

0sea, los osteoblastos liberan vesiculas matriciales (VM) al medio extracelular. Las
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VM, son vesiculas extracelulares de 100nm de diametro que se desprenden de la
membrana plasmatica de osteoblastos, condrocitos y odontoblastos, con el objetivo
de transportar los cristales de hidroxiapatita hacia la matriz proteica, lo que da lugar
a la mineralizacion tisular (Sawada y cols., 2007). Un estudio in vitro realizado por
Sawada y cols., demostré que Cav-1 se expresa en las VM secretadas por
osteoblastos. Ademas, descubrieron que la sobreexpresiéon de Cav-1 aumento la
mineralizacién, mientras que la inhibicion de esta disminuy6é los niveles de

mineralizacién (Sawada y cols., 2007).
2.4 CAVEOLINA-1Y ODONTOGENESIS

Existe clara evidencia que relaciona a Cav-1 con la dinamica celular de
tejidos mineralizados como es el tejido 6seo, en donde ella suprime el crecimiento
y diferenciacién de las MSC indiferenciadas, aumentando su expresion en etapas
finales de la diferenciacion celular, estabilizando el fenotipo celular diferenciado
(Bakery cols., 2012; Rubin y cols., 2007; Hollins y cols 2004). Sin embargo, existe
escasa evidencia que relacione a Cav-1 con la formacion de los tejidos dentarios y
su mineralizacién, la que ademas presenta discrepancias y contradicciones en las
diversas fases del desarrollo dentario.

Lee y cols., analizaron la expresion de Cav-1 en el tejido periodontal en
desarrollo de raton y exploraron su papel en la diferenciacion de células del
ligamento periodontal humano (hPDLCs), cementoblastos y osteoblastos,
demostrando expresion positiva en dichas células in vitro como durante el desarrollo
del periodonto in vivo. Ademas, examinaron la relacion entre Cav-1 y vias de
sefalizacion que promueven la diferenciacion de osteoblastos y cementoblastos
(BMP, AMPK, MAPK y NF-kB), encontrando que la inhibicién de Cav-1 las regula
de forma positiva (Lee y cols., 2016).

Otro estudio relacioné a Cav-1 con la aparicion y el patron de distribucién de
EMMPRIN, una proteina transmembrana que estimula la produccion de
metaloproteinasas de la matriz (MMP) durante la odontogénesis, en gérmenes de
molar de raton mostrando una co-localizacion de ambas proteinas en ameloblastos
y en las células del epitelio dental interno del esmalte en las etapas de copa y

campana, y Cav-1 muy expresada en las células endoteliales (Schwab y cols.,
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2007). Otro estudio posterior mostré la expresion de ambas proteinas en estado de
yema, Cav-1 en el tejido epitelial y EMMPRIN débilmente en el tejido epitelial y
mesenquimatico. En la etapa de copa tanto Cav-1 como EMMPRIN se expresaron
de forma intensa en el 6rgano del esmalte, Cav-1 mas marcada en la zona lingual
del érgano del esmalte, mientras que EMMPRIN en la zona vestibular. Desde la
etapa de campana hasta los 2 dias postnatales, Cav-1 se observé en ameloblastos
y en la zona de inflexion cervical, pero EMMPRIN se observo en ameloblastos y
odontoblastos (Shiy cols., 2016). Los autores proponen que estas proteinas pueden
estar relacionadas en un inicio con la histodiferenciacion y la morfogénesis, y que
posteriormente pueden participar en la mineralizacion por parte de odontoblastos y
ameloblastos (Shi y cols., 2016). Otros estudios en tumores odontogénicos y en
germen dental humano mostraron marcaje para Cav-1 en ameloblastoma y en
carcinoma ameloblastico, sugiriendo que Cav-1 podria estar implicada en los
procesos pro-tumorales en estos tipos de tumores. También se mostr6 marcaje en
el germen dental humano en las etapas de yema, copa y campana en componentes
epiteliales como mesenquimales y se observé también la mayor parte de vasos
sanguineos y los osteoblastos adyacentes marcados para Cav-1 (Sdnchez-Romero
y cols., 2021).

Los hallazgos demuestran que Cav-1 estaria implicada en el desarrollo
dentario, sin embargo, aln no existe un claro consenso acerca del papel que juega
Cav-1 en las diversas etapas del desarrollo dentario, por lo que se hace necesario
analizar y sintetizar la evidencia existente. Durante este estudio, nos hemos
planteado realizar una revision sistematica cualitativa (exploratoria) que reuna y
discuta la informacion existente respecto a la expresion de Cav-1 en las diferentes

formas y etapas del proceso de odontogénesis.
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3 PREGUNTA DE INVESTIGACION Y OBJETIVO GENERAL

3.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe evidencia reportada de la expresion y funcion de Cav-1 en diferentes

formas de Odontogénesis y sus diversas etapas?

3.2 OBJETIVO GENERAL

Revisar y sintetizar la evidencia existente respecto de la expresion y funcion

de Cav-1 en diferentes formas de odontogénesis y sus etapas.
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4 METODOLOGIA

4.1 DISENO DEL ESTUDIO
Se realiz6 una Revision Sistematica Cualitativa
4.2 PLANTEAMIENTO DE LA PREGUNTA DE INVESTIGACION

La estructuracion de la pregunta de investigacion fue realizada de acuerdo
con el marco de referencia Poblacion, Fendmeno de interés, Contexto (PFCo),
segun Munn y cols. 2018, aplicado a una Revision Sistemética Cualitativa.

“¢ Existe evidencia reportada de la expresion y funcion de Cav-1 en diferentes
formas de Odontogénesis y sus diversas etapas?”

PFCo:

e Poblacion/Grupo de estudio: Dientes en desarrollo a crecimiento limitado de
Mamiferos, diente de mamiferos a crecimiento continuo.
e Fenomeno de interés: Expresion de caveolina 1

e Contexto: Odontogénesis

4.3 ESTRATEGIA DE BUSQUEDA

4.3.1 Palabras clave y términos de busqueda

La estructuracion de la pregunta de investigacidon segin el marco de
referencia PFCo proporciona conceptos clave a partir de los cuales se generan

sinbnimos, con el fin de enriquecer la estrategia de basqueda, ver Tabla 1.

Tabla 1: Palabras Clave y términos de busqueda

L , . . Contexto: Odontogénesis en
Poblacién: Dientes de Fenémeno de interés: ) o :
. - . dientes a crecimiento continuo
Mamiferos Expresion de caveolina-1 S
y limitado

Diente en desarrollo Caveolina-1 Odontogénesis

Germen dental Cav-1 Desarrollo dental
Germen dentario Caveolin-1 Desarrollo dentario
Diente a crecimiento limitado Tooth development

Diente a crecimiento continuo Odontogenesis
Tooth germ Dental development
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Dental germ Dental germination
Developing tooth Odontogenesis stages
Limited growing teeth

Ever growing teeth

4.3.2 Criterios de inclusion y exclusién

Los criterios de inclusion y de exclusion son descritos en la Tabla 2.

Tabla 2: Criterios de inclusién y exclusion

CRITERIO INCLUSION EXCLUSION
Tipo de Articulos de revistas cientificas y literatura | Toda publicacién no cientifica.
publicacion: gris tales como: tesis, actas de congresos,
presentaciones y documentos
gubernamentales.
Idioma: Inglés, espariol y francés. Otros idiomas no manejados
por los revisores.
Disefios de Estudios observacionales descriptivos in Revisiones sistematicas
estudio: vivo e in vitro. Estudios experimentales in
Vivo e in vitro.
Especies: Humanos y animales mamiferos. No mamiferos
Origen Cualquiera. _
geogréfico:
Afio de 2002-2022. Antes del 2002
publicacion:

4.3.3 Ejecucion de la estrategia de busqueda

Se llevé a cabo una busqueda exhaustiva, objetiva y reproducible con el uso
de bases de datos electronicas, consulta bibliografica y fuentes de literatura gris.
Fue ejecutada mediante la utilizacion de palabras clave, busquedas con texto libre
y revisiébn manual de los listados de referencias presentes en los articulos de mayor
relevancia.

Se utilizaron las siguientes bases de datos: PubMed, LILACS, Scielo,
Scopus, ISI - Web Of Science, Science Direct y Google Scholar.

Las bases de datos fueron exploradas de acuerdo con la estrategia de
busqueda sefialada en la Tabla 1, brevemente: cada columna contiene un conjunto
de sinénimos para las palabras clave de blusqueda. Estas palabras clave se
combinaron entre ellas con la ayuda de operadores booleanos de acuerdo con la
metodologia de busqueda avanzada correspondiente a cada una de las bases de
datos utilizada, como se observa en la Tabla 3. Cada busqueda generé un nimero
determinado de articulos los que fueron presentados en la Tabla 3 dando un total

de 197 articulos.



Tabla 3: Blisqueda en bases de datos

37

Motores de ) , N° de articulos
. Estrategias de busqueda
busqueda encontrados
((caveolin 1) OR (cav 1)) AND ((tooth development) OR
(odontogenesis) OR (odontogenesis stages) OR (dental development) 14
OR (dental germination))
PubMed
((caveolin 1) OR (cav 1)) AND ((tooth germ) OR (dental germ) OR 9
(developing tooth) OR (limited growing tooth) OR (ever growing tooth))
((caveolin 1) OR (cav 1)) AND ((tooth development) OR
(odontogenesis) OR (odontogenesis stages) OR (dental development) 30
OR (dental germination))
((caveolin 1) OR (cav 1)) AND ((tooth germ) OR (dental germ) OR 8
(developing tooth) OR (ever growing tooth) OR (limited growing tooth))
LILACS
((caveolina 1) OR (cav 1)) AND ((diente en desarrollo) OR (germen
dental) OR (germen dentario) OR (diente a crecimiento continuo) OR 3
(diente a crecimiento limitado))
((caveolina 1) OR (cav 1)) AND ((odontogenesis) OR (desarrollo 10
dental) OR (desarrollo dentario))
((caveolin 1) OR (cav 1)) AND ((tooth development) OR
(odontogenesis) OR (odontogenesis stages) OR (dental development) 0
OR (dental germination))
((caveolin 1) OR (cav 1)) AND ((tooth germ) OR (dental germ) OR 0
. (developing tooth) OR (limited growing tooth) OR (ever growing tooth))
cielo
((caveolina 1) OR (cav 1)) AND ((odontogenesis) OR (desarrollo 0
dental) OR (desarrollo dentario))
((caveolina 1) OR (cav 1)) AND ((diente en desarrollo) OR (germen
dental) OR (germen dentario) OR (diente a crecimiento continuo) OR 0
(diente a crecimiento limitado))
TITLE-ABS((“caveolin 1”) OR (“cav 1”)) AND TITLE-ABS((“tooth
development”) OR (“odontogenesis”) OR (“odontogenesis stages”) OR 5
(“dental development”) OR (“dental germination”))
Scopus
TITLE-ABS(("caveolin 1") OR ("cav 1")) AND TITLE-ABS (("tooth
germ") OR ("dental germ") OR ("developing tooth") OR ("limited 4
growing tooth") OR ("ever growing tooth"))
TS=((caveolin 1) OR (cav 1)) AND TS=((tooth development) OR
(odontogenesis) OR (odontogenesis stages) OR (dental development) 5
ISI Web Of OR (dental germination))
Science _ : _
TS=((caveolin 1) OR (cav 1)) AND TS=((tooth germ) OR (dental germ)
OR (developing tooth) OR (limited growing tooth) OR (ever growing 5
tooth))
Science (("caveolin 1") OR ("cav 1")) AND (("tooth development") OR
Direct ("odontogenesis") OR ("odontogenesis stages") OR ("dental 18
Irec development") OR ("dental germination"))
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(("caveolin 1") OR ("cav 1")) AND (("tooth germ") OR ("dental germ")
OR ("developing tooth") OR ("limited growing tooth") OR ("ever 17
growing tooth"))

Google

"caveolin 1" AND ("odontogenesis" OR "tooth development) 69
Scholar

Total = 197

4.4 REVISION DE LA LITERATURA

4,41 Etapas:

Todos los potenciales articulos que se encontraron en las distintas bases de
datos fueron sometidos a un proceso de tamizado, basado en los criterios de
inclusion y exclusion, el cual contempl6 dos etapas:

Etapa 1: Todos los estudios se tamizaron en base al titulo y el resumen. Los
articulos que cumplieron con los criterios de inclusion fueron sometidos a la etapa
2, ademas de aquellos estudios en los cuales existié duda de su inclusion.

Etapa 2: Se obtuvo el texto completo de cada uno de los articulos elegidos
en la etapa 1, los cuales fueron leidos y analizados para su inclusion. (Butler y cols.,
2016).

4.4.2 Evaluaciéon de calidad:

Se aplico la evaluacion de calidad a los articulos seleccionados en la etapa
2. Se llevé a cabo en base a la lista de evaluacion critica del Instituto Joanna Briggs

(Pollock & Berge., 2017) que se muestra en el anexo 2.

4.4.3 Extraccion de datos:

La extraccion de datos desde los estudios seleccionados se llevd a cabo
mediante una planilla Excel en la cual se plasmaron las caracteristicas que se

muestran en el anexo 3 de cada uno de los estudios incluidos.
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5 RESULTADOS

Se mantuvo registro de las busquedas en cada base de datos, se utilizd un
diagrama de flujo como representacion pictorica del proceso de busqueda y
tamizado, expuesto en la Figura 11.

Los resultados obtenidos en cada una de las busquedas realizadas arrojaron
un total de 197 articulos, los que se registraron y ordenaron en el gestor de citas
bibliograficas Mendeley. Se eliminaron todos los duplicados quedando con un total
de 88 articulos, de los cuales se descartaron 81, segun los criterios de inclusion y
exclusion al revisar el titulo y el resumen.

Se seleccionaron 7 articulos para ser examinados a texto completo, siendo 4
de ellos incluidos en el presente trabajo de investigacion.

Estudiosidentificados en Estudios adicionales identificados

:E bases de datos (n = 197) a través de otras fuentes(n = 0)
é m
E Y r
ﬁ Estudios después de eliminar

duplicados (n = 88)
k= ) Excluidos de acuerdo a
'S Estudios examinados , criterios de
% (n=288) inclusién/exclusion
] (n=281)

Y

E Estudios que se
% sometieron a examen de ) Excluidos por texto
E" texto.cgrnpleto para completo(n=3)
o elegibilidad (n = 7)
= X
2 Estudiosincluidos (n = 4)
£

Figura 11: Diagrama de flujo



5.1 ARTICULOS INCLUIDOS

Tabla 4: Articulos incluidos en el trabajo de investigacion
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N° del Titulo Autor Afio de Pais de Tipo de Idioma
articulo publicacion origen publicacion

1 Immunocytochemical and | W. 2007 Alemania | Articulo de | Inglés
biochemical detection of | Schwab revista cientifica
EMMPRIN in the rat tooth | y cols. (Histochemistry
germ: differentiation- and Cell
dependent co-expression Biology)
with  MMPs and co-
localization with caveolin-1
in membrane rafts of dental
epithelial cells

2 Expression of Caveolin-1 | So-Youn 2016 Republica | Articulo de | Inglés
in Periodontal Tissue and | Lee y de Corea revista cientifica
Its Role in Osteoblastic and | cols. (Calcified
Cementoblastic Tissue
Differentiation In Vitro International)

g Spatiotemporal expression | Lu Shi y 2016 China Articulo de | Inglés
of caveolin-1 and | cols. revista cientifica
EMMPRIN during mouse (Journal of
tooth development Molecular

Histology)

4 Expression of caveolin-1 in | Celeste 2021 Uruguay | Articulo de | Inglés
tooth germ, | Sanchez- revista cientifica
ameloblastoma and | Romero (Medicina Oral,
ameloblastic carcinoma y cols. Patologia Oral,

Cirugia Bucal)

Luego de revisar los articulos por titulo y resumen, 7 fueron sometidos a una

revision de texto completo, de los cuales se excluy6 1 por barrera idiomatica (texto

en chino) y 2 debido a no tratar directamente la relacion entre Odontogénesis y

Caveolina-1.

De los 7 articulos revisados a texto completo, 4 de ellos (Tabla 4) son

atingentes al tema estudiado y cumplen con los criterios de inclusion, por lo que

fueron sometidos a una evaluacion de calidad, como se observa en el anexo 4.

Los articulos incluidos en el presente trabajo de investigacion son expuestos

a continuacion.
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5.1.1 ARTICULO N°1:

Titulo: Deteccién inmunocitoquimica y bioguimica de EMMPRIN en el germen

dental de rata: Coexpresion dependiente de diferenciacion con MMP y coubicacion

con Caveolina-1 en balsas de membrana de células epiteliales dentales.
Autores: W. Schwab, H. Harada, W. Goetz, M. Nowicki, M. Witt, M. Kasper, K.

Barth.

Revista: Histochemistry and cell biology, 128(3), 195-203.
Objetivos del estudio

1)

2)

3)

Examinar la aparicion y el patron de distribucion de EMMPRIN en el germen
de molar de rata en desarrollo, especialmente en las células responsables de
la dentinogénesis (odontoblastos) y la amelogénesis (ameloblastos), durante
las etapas de copa y campana.

Investigar la coexpresion de EMMPRIN con las metaloproteinasas de la
matriz (MMPs) MMP-2 y MT1- MMP.

Estudiar si EMMPRIN se colocaliza con Caveolina-1 en el germen molar de

rata, asi como en el cultivo de células de linaje ameloblastico.

Materiales y métodos

Muestra: Ratas Wistar en estado fetal E18 (n=2) y recién nacidas (n=6). Las
cabezas de ratas fueron fijadas, lavadas e incluidas en parafina, luego se
realizaron cortes de 5um.

Tincién inmunocitoquimica: Las muestras se trataron con anticuerpos para
la deteccion de EMMPRIN, Caveolina-1, MMP-2, MT1-MMP y citoqueratina
14, para luego ser detectados con anticuerpos secundarios asociados al
complejo estreptavidina, biotina-peroxidasa.

Inmunofluorescencia doble de EMMPRIN y Caveolina-1: los cortes fueron
incubados con anticuerpos anti-EMMPRIN (de cabra) y luego con IgG de
burro anti-cabra-Alexa Fluor® 555. A continuacion, se incubaron con
anticuerpo anti-Caveolina-1 (de conejo) y luego con IgG de burro anti-conejo
Alexa Fluor® 488.

Inmunofluorescencia doble de EMMPRIN y MMP-2: los cortes fueron

incubados con anticuerpos para EMMPRIN y luego con IgG-Alexa Fluor®
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555. A continuacion, se incubaron con anticuerpo anti-MMP-2 y luego con
IgG-Alexa Fluor® 488.

Células HAT-7: Células procedentes de una linea celular epitelial dental
originadas de un incisivo de rata en etapa de yema. Fueron cultivadas en un
medio de Eagle modificado por Dulbecco.

Inmunocitoquimica de las células HAT-7: Las células fueron fijadas,
incluidas en parafina y se obtuvieron cortes de 5 pm. Se incubaron con
antisuero policlonal de conejo anti-CK14 (marcador de células de linaje
ameloblastico), seguido de la deteccidn con anticuerpo secundario asociado
al complejo estreptavidina, biotina-peroxidasa.

Inmunofluorescencia doble de EMMRPIN y Caveolina-1 en células HAT-7:
se llevé a cabo de la misma forma que en los cortes de tejido de rata.
Solubilidad en Triton X-100: Las células HAT-7 fueron tratadas con el
detergente Triton X-100 y se recogieron las fracciones solubles e insolubles.
Andlisis de SDS-PAGE y Western Blot: Voliumenes iguales de las fracciones
solubles e insolubles en Tritbn X-100 se separaron por SDS-PAGE
(electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico) y se
sometieron a andlisis de Western blot y deteccion con varios anticuerpos.
Preparacion de fracciones de membrana insolubles en detergente: Las
células HAT-7 fueron tratadas con Triton X-100, las fracciones de membrana
resultantes fueron centrifugadas en gradiente de sacarosa y separadas
segun densidad. Alicuotas (20 I) de cada fraccion se sometieron a SDS-

PAGE y a analisis de western blot.

Resultados
Deteccidon inmunocitoquimica de EMMPRIN, MMP-2, MT1-MMP vy Caveolina-1 en

el germen de molar de rata (Tabla 5)

Expresion de EMMPRIN

- Etapa de copa: las células del epitelio interno del esmalte expresaron
inmunorreactividad (IR) moderada para EMMPRIN.

- Etapa de campana: Preameloblastos y ameloblastos expresaron una IR
intensa que se localizé en las membranas basolaterales de la region

apical de los ameloblastos. Ademas, se observé a EMMPRIN en la region
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de contacto entre los ameloblastos y las células del EDI y en el EDI

propiamente tal. En el RE y EDE hubo una IR débil. En la papila dental

se observo IR en algunas células mesenquimales, mientras que en los

odontoblastos se observdo una fuerte IR, especialmente en las
membranas celulares basolaterales y en los procesos odontoblasticos.

e MT1-MMP y MMP-2: El patron de IR se correlacion6 con el de EMMPRIN.

En la etapa de copa hubo IR para MT1-MMP y MMP2 en las células del EDI.

En la de campana hubo IR en ameloblastos, especialmente en su region

apical. La inmunofluorescencia doble mostr6 una colocalizacion

insignificante entre EMMPRIN y MMP-2. En la papila dental la IR de ambas
MMPs fue méas evidente en odontoblastos que en células no diferenciadas.

e Cav-1: Se expreso principalmente en el EDI y en ameloblastos (Figura 12).

Ademas, se expresé en células endoteliales de los vasos sanguineos

circundantes. La IR fue negativa en células mesenquimales de la papila

dental y en odontoblastos. La inmunofluorescencia doble mostré cierta

colocalizacion entre Cav-1 y EMMPRIN en las membranas celulares de

ameloblastos y de células del EDI.

A _w’f)‘ - .
- .

Figura 12: Deteccion de Cav-1y EMMPRIN en células del 6rgano del esmalte durante la
etapa de campana.

Células del epitelio dental interno del 6rgano del esmalte (x50um) (A) y ameloblastos (x25um) (B)
muestran una intensa IR para Cav-1 en las membranas celulares laterales (asterisco corresponde
a vasos sanguineos). Los experimentos inmunofluorescencia doble entre Cav-1 (acoplado con
FITC) y EMMPRIN (acoplado con Alexa) revelan la colocalizacion de ambos antigenos en las
areas de color amarillo de la membrana celular (B) (adaptada de Schwab y cols., 2007).
Abreviaciones: EDE = Epitelio Dental Externo del Organo del Esmalte; EDI = Epitelio Dental
Interno del Organo del Esmalte; Am = Ameloblastos.
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Tabla 5: Distribucién de EMMPRIN, MT1-MMP, MMP-2 y Caveolina-1 en gérmenes dentales
de ratas recién nacidas (etapa de campana temprana) (Schwab y cols., 2007)

Células del germen EMMPRIN MT1-MMP MMP-2 Caveolina-1
dental
EDE (+) (+) (+) +
Organo RE (+) (+) (+) +
del El + ) ++ +
Esmalte EDI ++ ++ - ++
Ameloblastos +++ +++ +++ 44
Papila dental +) ) + ++2
Odontoblastos +++ ++ ++ (+)

- = No detectable; (+) = IR débil en células aisladas; + = IR débil en la mayoria de las células; ++
= IR intensa en la mayoria de las células; +++ = Todas las células presentan IR intensa.
a = Vasos sanguineos

Deteccion de EMMPRIN y Caveolina-1 en células HAT-7

e Deteccion de CK14: Se utiliz6 CK14 como marcador de las células de linaje
ameloblastico y se observo una intensa IR en las células HAT-7, coincidente
con la expresion de CK14 en las células del 6rgano del esmalte. En cambio,
en células mesenquimales de la papila dental la IR fue negativa.

e Inmunofluorescencia doble de EMMPRIN y Cav-1: Se observé una

colocalizacion parcial en las membranas celulares (Figura 13).

Figura 13: Deteccién de Cav-1y EMMPRIN en células HAT-7 (x20um)

Experimentos de inmunofluorescencia doble entre Cav-1 (acoplado con FITC) y EMMPRIN
(acoplado con Alexa) en células HAT-7 incluidas en parafina revelan la colocalizacion de ambos
antigenos en areas de color amarillo de la membrana celular (Schwab y cols., 2007).
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Aislamiento de balsas lipidicas y localizacion de EMMPRIN y Cav-1: Las
proteinas localizadas en balsas lipidicas se caracterizan por ser insolubles
al detergente Triton X-100, por lo que se analiz6 la solubilidad en Triton X-
100 de EMMPRIN extraido de fracciones de membrana de células HAT-7,
junto con el marcador de balsa lipidica Cav-1y el marcador de no-balsa T1a.
Cav-1 se observo predominantemente en la fraccion insoluble en detergente
y T1a solo estaba presente en la fraccion soluble de la membrana. La mayor
parte de EMMPRIN se encontré en las fracciones solubles, sin embargo, una
porcidn significativa se encontré dentro de la fraccion insoluble en Triton X-
100, sugiriendo una localizacion parcial en las balsas lipidicas.
Centrifugacion en gradiente de sacarosa: Las balsas lipidicas se
caracterizan por tener una baja densidad de flotacién en la centrifugacion en
gradiente de sacarosa. Se detectaron cantidades significativas de
EMMPRIN en las fracciones de baja densidad que contenian Cav-1, ademas
de detectarse en fracciones de alta densidad junto con el marcador de no-
balsa TfR.

Conclusiones

Se demostro la coexpresion de EMMPRIN y MMPs en células del 6rgano del
esmalte y en los odontoblastos en diferenciacién, lo que evidencia su
importancia en la activacion de las MMPs durante la odontogénesis.

Se evidencié una colocalizacién focal entre Cav-1 y EMMPRIN en las
membranas celulares de ameloblastos y células del EDI.

EMMPRIN se detectd tanto en las fracciones de membrana solubles en
Tritdbn X-100 como en las fracciones insolubles de células HAT-7. Ademas,
los experimentos de centrifugacion en gradiente de densidad de sacarosa
mostraron una cantidad discreta de EMMPRIN en las fracciones insolubles.
Todo esto indica que EMMPRIN se localiza en de forma moderada en las
balsas lipidicas.

Los experimentos sugieren que Cav-1 juega un papel regulador de la
expresion de MMPs mediado por EMMPRIN en las células del 6rgano del

esmalte.
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La deteccion de MT1-MMP y MMP-2 en el polo distal de las células del
organo del esmalte y odontoblastos concuerda con el papel critico de las
MMPs en la formacion y mineralizacion de las matrices de dentina y esmalte,

participando en la remodelacion pericelular de la matriz organica.

5.1.2 ARTICULO N°2

Titulo: Expresion de Caveolina-1 en el Tejido Periodontal y su papel en la

diferenciacion Osteoblastica y Cementoblastica In Vitro.

Autores: So-Youn Lee, Jin-Kyu Yi, Hyung-Mun Yun, Cheol-Hyeon Bae, Eui-Sic
Cho, Kook-Sun Lee, Eun-Cheol Kim.
Revista: Calcif Tissue Int (2016) 98:497-510

Objetivos del estudio:

1) Investigar la expresion inmunohistoquimica de Cav-1 en el periodonto de

raton.

2) Explorar el rol de Cav-1 in vitro en la diferenciacion osteoblastica y

cementoblastica de células del ligamento periodontal humano (hPDLCSs).

3) Examinar las vias de sefializacion asociadas a la diferenciacion de las células

relacionadas con la regeneracién periodontal, con el fin de revelar los

mecanismos moleculares de la actividad de Cav-1.

Materiales y métodos

Muestra: Ratones ICR de 1, 14 y 28 dias de edad.

Histologia e inmunohistoquimica: Se disecaron las mandibulas de los
ratones, se fijaron, incluyeron en parafina y se obtuvieron cortes de 5um de
grosor. Para la inmunotincién, las muestras se incubaron con anticuerpo
primario anti-Caveolina-1 seguido del anticuerpo secundario asociado a
peroxidasa.

Cultivo celular: Se obtuvieron hPDLCs inmortalizadas y cementoblastos
humanos, se cultivaron en un medio de Eagle modificado. Ademas, se
adquirié una linea celular osteoblastica humana MG-63, la que se mantuvo
en un medio de Eagle modificado por Dulbecco. Para la induccion de la

diferenciacion, las células fueron cultivadas en un medio osteogénico (MO).
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Actividad ALP: La actividad ALP se midio6 utilizando p-nitrofenil fosfato como
sustrato. La absorbencia se midi6 a 410nm con un lector de ensayo
inmunoenzimatico (ELISA).

Tincidn con rojo de alizarina: La mineralizacion se evalué mediante tincion
con rojo de alizarina, la cual se visualiz6 con microscopio de luz.

Reaccion de polimerasa en cadena con transcriptasa inversa (RT-PCR): Los
productos de la PCR se analizaron en un gel de agarosa al 1,5% y se tifieron
con bromuro de etidio.

Analisis de PCR en tiempo real: Para la cuantificacion de la PCR, se realiz
triplicada utilizando SYBR Green (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.
UU.) y un Real-Time PCR System 7500 (Applied Biosystems).

Andlisis de Western Blot: Las proteinas se desnaturalizaron en cantidades
equivalentes de cada muestra de extracto celular y pasaron por una
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE). Luego se
realizd el Western Blot en membrana de nitrocelulosa revelada usando
anticuerpos primarios y luego con los secundarios.

Transfeccion con siRNA de Caveolina-1.

Inmunohistoquimica: Las células fueron fijadas y preparadas para su analisis

en inmunofluorescencia mediante un microscopio confocal.

Resultados

Expresion de Cav-1 en el tejido periodontal en desarrollo de ratén

En el germen dental de los ratones neonatales, no se observo
inmunoreactividad (IR) de Cav-1 (Figura 14-A), lo que se correlaciona con el
estado indiferenciado de las células del ligamento periodontal (PDLCSs).

Durante la etapa de formacién de la raiz y la alineacién del ligamento
periodontal (PN14, 2 semanas), se observo una IR escasa tanto en los vasos
como en las fibras nerviosas del periodonto en desarrollo (Figura 14-B).

Durante la erupcion dental y el uso funcional (PN28, 4 semanas), Cav-1 se
expresd débilmente en las PDLCs y en numerosas vainas nerviosas dentro
del hueso alveolar. En cementoblastos y osteoblastos, a lo largo de la

superficie de la raiz en desarrollo y el hueso alveolar, también tuvieron una
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IR débil. Ademas, Cav-1 se localiz6 en vasos sanguineos y nervios

periféricos (Figura 14-C,D).
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Figura 14: Expresion de Cav-1 en el periodonto en desarrollo de ratdn

No se encontrdé inmunorreactividad de Cav-1 en germen dental de ratones neonatos (x40um) (A).
En el periodonto en desarrollo de ratones de 14 dias de edad, Cav-1 se observo en vasos
sanguineos (tridngulo) y fibras nerviosas (flecha) del foliculo dental (x40um) (B). En el periodonto
de ratones de 28 dias de edad, la expresién de Cav-1 se localizé en células del LP (flechas),
capilares (triangulo) (x40um) (C), vainas nerviosas dentro del hueso alveolar (flecha) (x40um) (D)
y cementoblastos (flecha roja) (C) (adaptado de Lee y cols., 2016).

Abreviaciones: Am=Ameloblastos; Fd=Foliculo dental; Ha=Hueso alveolar; LP=Ligamento
Periodontal; n=Haz nervioso; Od=0Odontoblastos.

e Se comparo la expresion de Cav-1 y ALPL. La IR de ALPL se encontré
principalmente en las PDLCs, células endoteliales y osteoblastos, mientras
que Cav-1 se coexpresé con Alpl en el endotelio vascular, PDLCs,

cementoblastos y osteoblastos (Figura 15).
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Figura 15: Localizacion comparativa de Cav-1y ALPL

En el periodonto de ratones de 28 dias de edad (x40um) (E-H) la inmunorreactividad de Cav-1y
ALPL se produjo principalmente en capilares (triangulos), osteoblastos (flecha) y cementoblastos
(flecha roja) (adaptada de Lee y cols., 2016).

Abreviaciones: c=Cemento; d=Dentina; Ha=Hueso alveolar; LP=Ligamento Periodontal.

Curso temporal de la expresion de Cav-1 durante la diferenciacion osteoblastica

Se cultivaron hPDLCs, cementoblastos y osteoblastos con el fin de examinar
la expresion del ARNm y los niveles cuantitativos de ARNm de Cav-1 y Cav-2
durante la diferenciacion de estas células. El cultivo se realizé en medios de control
0 en medios osteogénicos (MO) durante 14 dias y luego se analizaron mediante RT-
PCR y PCR en tiempo real.

e El medio de control no afecté la expresiéon de Cav-1y Cav-2.
e Las hPDLCs y los cementoblastos cultivados en MO mostraron un aumento
de los niveles de expresion del ARNm de Cav-1 después de 3 dias, nivel que
se mantuvo durante 14 dias.
e En osteoblastos cultivados en MO aumentd la expresion de ARNm de Cav-1
en funcién del tiempo.
e La expresion de Cav-2 no se modifico en ninguno de los tipos celulares

cultivados en MO.
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Efecto de la inhibicién de Cav-1 en la diferenciacién de hPDLCs

Para investigar el papel potencial de Cav-1 en la diferenciacion de las

hPDLCs, se examinaron los efectos de la inhibicion de Cav-1 mediante metil-B-

ciclodextrina (MBCD) y en el knockdown de Cav-1 mediante siRNA.
MBCD:

Inhibi6 la expresion del ARNm de Cav-1 inducida por el MO en funcion
de la dosis y del tiempo.

Aumento la actividad ALP y la formacion de nodulos de calcio en funcion
de la dosis y del tiempo.

Aumentaron los niveles de ARNm de marcadores de PDLCs (S100A4,
PDLs17 y periostina) y de los marcadores de diferenciacion osteogénica
(ALP, osteopontina (OPN) y OCN), en forma dependiente de la dosis.

SiRNA

Disminucion significativa de los niveles de Cav-1.

Aumento de la actividad de ALP y de la formacion de nédulos de calcio
inducido por MO.

Aumento de la expresion del ARNm de marcadores de diferenciaciéon
(S100A4, PDLs17, periostina, ALP, OPN y OCN).

Efecto de la inhibicibn de Cav-1 en la diferenciacibn de Cementoblastos y

Osteoblastos

Cementoblastos y Osteoblastos fueron tratados con MBCD y con siRNA de Cav-1

en un medio osteogénico (MO).

La actividad ALP y la formacion de nédulos de mineralizacion aumentaron en

cementoblastos y osteoblastos tratados, en comparacion con el MO por si

solo.

En cementoblastos aumentd la expresion de mRNA de marcadores

osteoblasticos (ALP, OPN y OCN) y de marcadores de cementoblastos

(proteina del cemento 1 (CEMP1) y sialoproteina de unién a integrina
(IBSP)).

El tratamiento con siRNA de Cav-1 y con MBCD aumento la expresion del

ARNmM de los marcadores de osteoblastos, como ALP, OPN y OCN, y de los
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factores transcripcionales, como osterix y Runx2, en los osteoblastos en

comparacion con el MO por si solo.

Efecto de la inhibicién de Cav-1 en las vias de sefializacion

Para dilucidar los mecanismos moleculares de Cav-1 en la diferenciacion
osteoblastica en las hPDLC, se examiné la activacion de las principales vias de
sefalizacion

e BMP

- Los tres principales receptores de BMP (BMPR1A, BMPR1B y BMPR2)
no se vieron alterados en las hPDLCs tratadas con MBCD y siRNA de
Cav-1.

- El tratamiento con MBCD y siRNA de Cav-1, en un MO, aumenté la
expresion de BMP-2, BMP-7 y p-Smad1/5/8, asi como los genes diana
de BMP, Msx1, Msx2, DIx3 y DIx5.

- El efecto inductor de MBCD y siRNA de Cav-1 fue revertido por un
inhibidor especifico de BMP (Noggin).

e Wnt/B-catenina:

- Se examinaron los efectos de la inhibicion de Cav-1 en la expresion de
ARNmM de los ligandos Wnt y la expresion de la proteina B-catenina

- MBCD y el siRNA de Cav-1 indujeron la expresion de Wntl, Wnt3a y
Wnt4, asi como los niveles totales de proteina B-catenina.

- DKK-1 (un antagonista extracelular especifico de Wnt) redujo el nivel de
ligandos Wnt y la expresiéon de B-catenina inducida por la inhibiciéon de
Cav-1.

e AMPK (inductor de la expresion de BMP-2 y de la mineralizacién de células
osteoblasticas) y sus vias descendentes (GSK3b, CREB, Akt y MAPK).

- Los niveles de fosforilacion de AMPK, Akt, GSK3b y CREB alcanzaron
un maximo a los 120 minutos en las células cultivadas en MO.

- La incubacion con Ara-A, un inhibidor especifico de AMPK, revirtio
significativamente el aumento de la fosforilaciéon de AMPK, Akt, GSK3b 'y
CREB, inducida por MBCD y el siRNA de Cav-1.
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NF-kB (es activado por MAPK)

- El pretratamiento con MBCD y siRNA de Cav-1 aumenté la fosforilacion
de p38, ERK y JNK inducida el MO en las hPDLCs.

- Aumento la fosforilacién, inducida por el MO, de IkBa y la translocacion
nuclear de p65.

- Imagenes confocales mostraron un marcado aumento del NF-kB p65
nuclear en las hPDLCs tratadas con MBCD y siRNA de Cav-1, en relacion

con las células tratadas con MO y siRNA de control.

Conclusiones

Los resultados indican que los niveles de Cav-1 aumentan a medida que
progresa la diferenciacion osteoblastica, lo que sugiere que Cav-1
desempefia un papel importante en la diferenciacion de los osteoblastos.

La inhibicibn de Cav-1 mediante MBCD y siRNA de Cav-1 promueve la
diferenciacion osteoblasticas y cementoblastica en hPDLCs, y la actividad de
osteoblastos y cementoblastos, o que se evidencia por la induccién de la
actividad ALP, la formacion de nédulos mineralizados y la regulacion al alza
de los genes marcadores.

La expresién de Cav-1 puede aumentar durante la osteogénesis como una
forma de estabilizar el fenotipo diferenciado, reduciendo el crecimiento
celular y la capacidad de respuesta de las células a otros estimulos de
diferenciacion.

Los resultados de este estudio sugieren que la inhibicién de Cav-1 promueve
la diferenciacion osteoblastica a través de la via BMP en hPDLCs, lo que
puede ser revertido por Noggin.

La inhibicién de Cav-1 aumentd la expresion de ligandos candénicos de Wnt
y B-catenina, lo que fue revertido por DKK-1. Esto sugiere que la inhibicion
de Cav-1 promueve la diferenciacion osteoblastica a través de la activacion
de las vias de sefalizacion Wnt/B-catenina.

La inhibicion de Cav-1 mediante MBCD y siRNA de Cav-1 aumento la
fosforilacion de MAPK, Akt, GSK3b y CREB, inducida por el MO, lo que fue
revertido por Ara-A. Esto sugiere que la inhibicion de Cav-1 puede contribuir
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a la diferenciacion de hPDLCs a través de un mecanismo dependiente de
MAPK.

La activacion de p38, ERK, JNK y NF-kB, inducida por MO, fue potenciada
por la inhibicion de Cav-1, por lo que, la inhibicion de Cav-1 podria actuar a
través de las vias MAPK para inducir la activacion de NF-kB en las hPDLCs.
La diferenciacion osteoblastica y cementoblastica es promovida por la
inhibicion de Cav-1 en hPDLCs, cementoblastos y osteoblastos a través de
las vias de sefializacion BMP, Wnt, AMPK, Akt, GSK3b, CREB, MAPK 'y NF-
kB.

Cav-1 podria ser una diana molecular util para la regeneracion periodontal.

5.1.3 ARTICULO N°3

Expresion espaciotemporal de Caveolina-1 y EMMPRIN durante el

desarrollo dental del raton

Autores: Lu Shi, Lingyun Li, Ding Wang, Shu Li, Zhi Chen, Zhengwen An.
Revista : J Mol Hist (2016) 47:337-344
Objetivos del estudio: Investigar los patrones de expresion espacio-temporal de

Caveolina-1 y EMMPRIN en el germen de molar de ratén en desarrollo, mediante

inmunohistoquimica y PCR en tiempo real.

Materiales y métodos

Muestra: 3 ejemplares de ratones Kunming por cada fase de desarrollo
(E11,5, E13,5, E14,5, E16,5, E18,5 y PN2). Se diseccionaron las cabezas
(E11,5, E16,5) y las mandibulas (E18,5 y PN2) de ratones embrionarios y
postnatales, fueron fijadas, descalcificadas e incluidas en parafina, se
obtuvieron cortes de 5um.

Inmunohistoquimica: Las muestras fueron incubadas con anticuerpos
primarios para Caveolia-1 y EMMPRIN. Los cortes se contra tifieron
ligeramente con tincién de hematoxilina y eosina (HE). La tincién positiva del
endotelio, que es rico en Cav-1, proporciond un control positivo interno para
la inmunotincién de Cav-1. Para EMMPRIN se utilizé tejido de carcinoma de
lengua como control positivo. Los controles negativos se obtuvieron

omitiendo los anticuerpos primarios. La intensidad de la inmunorreaccion (IR)
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(comparada con el fondo) se calific6 como 0 (negativa), 1 (débilmente
positiva), 2 (moderadamente positiva) o 3 (fuertemente positivo).

PCR en tiempo real: Gérmenes de primer molar inferior fueron disecados y
liberados del tejido circundante. Se emple6 PCR en tiempo real para
cuantificar el nivel de expresion génica de EMMPRIN y Cav-1 en los

gérmenes dentales enteros de raton (E14,5 a PN2).

Resultados

Hallazgos inmunohistoquimicos

Fase de lamina (E11,5): No se encontro expresion de Cav-1 ni de EMMPRIN
(excepto la tincion positiva de Cav-1 en el endotelio) (Figura 16-A, B).

Etapa de yema (E13,5): En el tejido epitelial se detecto tincion positiva para
Cav-1y una débil tincién para EMMPRIN. En el mesénquima solo se detecto
EMMPRIN de forma débil (Figura 16-C, D).

Etapa de copa (E14,5): Tanto Cav-1 como EMMPRIN se expresaron
intensamente en el 6rgano del esmalte (Figura 16-E, F). Sin embargo, la
tincion positiva de Cav-1 fue mas fuerte en la parte lingual del érgano del
esmalte. Por el contrario, la proteina EMMPRIN se detectd principalmente en
la zona vestibular del 6érgano del esmalte, incluyendo el EDI, EDE, RE y NE
primario.

Con el avance del desarrollo dental aumenté gradualmente la intensidad de
la IR, tanto de Cav-1 como de EMMPRIN, en el 6rgano del esmalte y en los
ameloblastos.

Segundo dia postnatal (PN2): EMMPRIN se expreso intensamente en los
odontoblastos del molar murino en desarrollo (Figura 17-D). En la zona de
inflexion cervical del 6rgano del esmalte se detectd una expresiéon moderada
de Cav- 1 (Figura 17-C), mientras que la expresiéon de EMMPRIN en esta

zona fue mas débil.
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Figura 16: Deteccién de Caveolina-1 y EMMPRIN en el germen dental de ratdn

En E11,5 no se encontré expresion de Cav-1(A) y EMMPRIN (B). En E13,5 se detect6
inmunotincién moderada para Cav-1 en la yema epitelial (C) y EMMPRIN se expresé débilmente
en la yema epitelial y en las células mesenquimales subyacentes (D). En E14,5 se detect6 Cav-1
principalmente en la zona lingual del 6rgano del esmalte (E) y EMMPRIN aparecio principalmente
en la zona labial del 6rgano del esmalte, incluso en el Nodo del Esmalte primario (F). En E16,5:
Cav-1 se expreso en gran medida en el epitelio interno del esmalte y en la region del asa cervical
del 6rgano del esmalte (G), mientras que la expresiéon de EMMPRIN en el 6rgano del esmalte fue
mas débil (H) (adaptada de Shiy cols., 2016).

Las células endoteliales se tifieron como control interno (flechas).

Abreviaciones (del inglés): de=epitelio dental; eb=yema epitelial; me=mesénquima; iee=epitelio
dental interno; oee=epitelio dental externo; sr=reticulo estrellado; si=estrato intermedio; ek=nodo
del esmalte; dp=papila dental.
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Figura 17: Deteccién de Caveolina-1 y EMMPRIN en el germen dental de ratén

La expresion de Cav-1 disminuyé en E18.5 (A, C). Por el contrario, se observé una mayor
expresion de EMMPRIN en el epitelio dental interno (B, D). En PN2 se detect6 una fuerte
inmunotincién de Cav-1 en ameloblastos y en la regién del asa cervical del érgano del esmalte
(C1, C2), mientras que EMMPRIN fue positivo en ameloblastos y odontoblastos, pero bajo en la
regién del asa cervical (D1, D2) (adaptada de Shiy cols., 2016).

Las células endoteliales se tifieron como control interno de Cav-1 (flechas).

Abreviaciones (del inglés): oee=epitelio dental externo; sr=reticulo estrellado; si=estrato
intermedio; ab=ameloblastos; ob=odontoblastos; dp=papila dental.
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Expresion génica de Caveolina-1 y EMMPRIN en el germen dental de ratén

Para investigar las expresiones génicas de Cav-1 y EMMPRIN en el
desarrollo del germen dental, se sometiéo a un ensayo de PCR en tiempo real el
MRNA total aislado de la etapa de copa (E14,5), campana temprana (E16,5),
campana avanzada (E18,5) y del segundo dia postnatal (PN2).

e Elnivel de expresién de ARNm de EMMPRIN y de Cav-1 en el germen dental
aumentd gradualmente durante el desarrollo hasta alcanzar el nivel méas alto

en el periodo postnatal (Figura 18).
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Figura 18: Niveles de ARNm de Caveolina-1 y EMMPRIN en las distintas etapas del
desarrollo dental de ratén

A: Analisis de PCR en tiempo real de la expresiéon de ARNm de Cav-1 en el molar de ratén.

B: Analisis de PCR en tiempo real de la expresién de ARNm de EMMPRIN en el molar de raton.
Todas las barras de error representan 2 SD (desviacion estandar) (adaptada de Shiy cols., 2016).
Abreviaciones: E=dia embrionario; PN=dia postnatal.

Conclusiones

e La expresion de caveolina-1 y EMMPRIN se inici6 en la etapa de yema.

e En las etapas posteriores, tanto Cav-1 como EMMPRIN, se expresaron en el
organo del esmalte (incluidos el EDI, EDE, RE y el El), lo que indica su papel
en la proliferacion y diferenciacion del organo del esmalte.

e Los patrones de expresion en el organo del esmalte (Cav-1 mas intensa hacia
lingual y EMMPRIN mas intenso hacia vestibular) indican que Cav-1 y
EMMPRIN pueden participar en la histodiferenciacion y la morfogénesis del

organo del esmalte.
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e Laexpresion de EMMPRIN en los odontoblastos puede estar relacionada con
la degradaciéon de la membrana basal y la diferenciacion de los
odontoblastos.

e Laintensa expresion de Cav-1 durante la producciéon de esmalte sugiere que
puede desempeiiar un papel en el transporte de calcio en los ameloblastos.

e Los niveles de mRNA de Cav-1 (PCR en tiempo real) y su intensidad
inmunohistoquimica no fueron coincidentes, esto se puede deber a que el
PCR en tiempo real aislé el mRNA del germen dental completo, por lo que la
Cav-1 presente en otras estructuras (como las células endoteliales
vasculares) podria haber sobreestimado los niveles de Cav-1 en las células
odontogénicas. Por lo tanto, deberia emplearse un método mas preciso,
como la tecnologia de microdiseccion por captura laser (LCM), para capturar
Gnicamente las células epiteliales dentales, y asi evitar la interferencia del

mesénquima.

5.1.4 ARTICULO N°4

Titulo: Expresion de caveolina-1 en germen dental, ameloblastoma y carcinoma
ameloblastico.

Autores: Celeste Sanchez-Romero, Vanesa Pereira-Prado, Estefania Sicco,
Mariana Suarez, Gabriel Tapia-Repetto,Ramén Carre6n-Burciaga, Rogelio
Gonzalez-Gonzalez, Mariana Villarroel-Dorrego, Marco Meleti, Nelly Molina-
Frechero, Ronell Bologna-Molina.

Revista: Med Oral Patol Oral Cir Bucal. 2021 Mar 1;26 (2):e238-45.

Caveolin-1 in ameloblastoma

Objetivos del estudio: Evaluar la expresion de la Caveolina-1 mediante
inmunohistoquimica en ameloblastomas (AM) (analizando también la expresion
génica de Cav-1 mediante gRTPCR), en el germen dental humano (TG) y en el
carcinoma ameloblastico (AC).

Materiales y métodos

Muestra: Muestras de tejido fijadas con formol y embebidas en parafina de 7 tejidos
gingivales normales, 12 germenes dentarios humanos (GD: 3 en etapa de yema, 3

en estapa de copay 6 en etapa de campana), 83 ameloblastomas (AM, 57 tumores
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sélidos/convencionales y 26 tumores uniquisticos) y 9 carcinomas ameloblasticos

CA). Se obtuvieron cortesde 2um.

Inmunohistoquimica: Las muestras fueron incubadas con anticuerpo primario
anti-Cav-1y luego se incubaron con anticuerpos secundarios. Para el control
negativo se omitié el anticuerpo primario y se utilizé tejido pulmonar humano
como control positivo. Para medir la positividad en los cortes de tejido se
utilizé la siguiente escala semicuantitativa: O (sin tincion) para ausencia de
tincion o una tincion positiva de <5% de las células, + (débil-moderada) indica
una tincién de entre el 5y el 50% de las células, y ++ (fuertemente positiva)
indica una tincién de >50% de las células. La tincién positiva en el nlcleo y
en los componentes mesenquimales/estromales se registré como "presente”
0 "ausente”. Los resultados se analizaron de forma descriptiva.

Extraccion del ARN total y transcriptasa reversa: Se utilizaron dos muestras
humanas de AM y como control se utiliz6 1 muestra de tejido gingival normal.
Todas las muestras fueron fijadas en formol e incluidas en parafina, para
luego extraer el RNA.

PCR en tiempo real.

Wester Blot: Se extrajeron las proteinas de dos casos de AM. De cada
extraccion se utilizaron de 10 a 20 yg de proteina y se separaron en
PAGE/SDS. Se realizd la transferencia a membranas de fluoruro de
polivinilideno, las que luego fueron incubadas con anticuerpos primarios anti-

Cav-1y luego con sus respectivos anticuerpos secundarios.

Resultados

Gérmenes dentales humanos (TG): 11 de los 12 TG fueron positivos para
Cav-1, presentando la mayoria de ellos una fuerte positividad (++) en los
componentes epiteliales. En etapa de campana se observdé ademas
inmunotincion en los componentes mesenquimales (Figura 19), como
odontoblastos y células de la papila dental. Mientras que, en las etapas de
tempranas (yema y copa), la positividad se limitd6 a los componentes
epiteliales (RE, EDI y EDE). La mayoria de los vasos sanguineos y

osteoblastos adyacentes fueron positivos.
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Figura 19: Deteccién de Caveolina-1 en el germen dental humano

En las primeras etapas de desarrollo (copa tardia y yema permanente) (A, B), solo los elementos
epiteliales del 6rgano del esmalte mostraban una fuerte expresion; en el ectomesénquima sélo
hubo tincién en los vasos sanguineos. En las Ultimas etapas de desarrollo (C-E), ademas de los
elementos epiteliales, los odontoblastos secretores y la papila dental adyacente fueron positivos,
mientras que los ameloblastos presecretores mostraron una expresion débil (C, recuadro). Los
ameloblastos secretores (D), los odontoblastos y la papila dental (E) mostraron una fuerte
expresion de Cav-1 en la etapa de campana tardia (Sanchez-Romero y cols., 2021).

Aumento: A: 100x; B: 200x; C: 50x; D, E y recuadro (C): 400x.

Ameloblastoma (AM): La inmunoexpresion de Cav-1 en el citoplasma y las
membranas de las células tumorales epiteliales fue negativa en 22 muestras
(26,5%) y positiva en 61 muestras (73,5%). La mayoria de las muestras
negativas eran ameloblastomas sélidos (AS) (17, 29,8%), y la mayoria de las
muestras positivas se calificaron como "tincion débil-moderada” (42,2% de
todas las muestras). Del total de muestras de AM, 26 (31,3%), incluyendo 17
de AS (29,8%) y 7 de ameloblastomas uniquisticos (AU) (26,9%), recibieron
una puntuacién de "fuerte positivo". La tincién citoplasmatica/membranosa
fue el patron de tincibn mas comun tanto en AS como en AU. Varias muestras
de AM (n=13,15,6%) mostraron positividad nuclear focal. Las escasas células
inflamatorias del estroma y los fibroblastos fueron positivas para Cav-1, sin

embargo, una muestra de AS mostré una tincion fuerte y difusa de los
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fibroblastos del estroma. Otros tipos de células positivas en las muestras
fueron las de vasos sanguineos, osteocitos, tejido perineural y adiposo.
Carcinoma ameloblastico (CA): Las 9 muestras fueron positivas para Cav-1
y mostraron distribuciones similares dentro de las categorias "débil-
moderada” (n=5, 55,6%) y "fuerte positiva" (n=4, 44,4%). Dos muestras
(22,2%) presentaron tincion positiva en el ndcleo. Se observaron areas
negativas focales en las zonas centrales, en los procesos de queratinizacion
0 necrosis.

Tejido gingival epitelial: Las muestras resultaron predominantemente
negativas para Cav-1 (6 fueron negativas y 1 mostro tincion nuclear en la
capa espinosa).

RT-PCR de las muestras de AM: Los niveles de transcripcion de Cav-1
incrementaron 14,9 veces en las muestras de AM, en comparacion con los
controles.

Western Blot de las muestras de AM: se confirmo la presencia de Caveolina-

1 en las dos muestras de AM estudiadas.

Conclusiones

La expresion de Cav-1 en odontoblastos y células de la papila dental (en la
etapa de campana) es un nuevo hallazgo que se contrapone a los estudios
anterior de Cav-1 y odontogénesis, lo que sugiere que Cav-1 puede estar
involucrada en la diferenciacion de odontoblastos y en la produccion de
matriz dentinaria.

En este estudio, el 73,5% de las 84 muestras de AM fueron positivas para la
Cav-1, lo que fue confirmado por la expresiébn génica significativamente
mayor en el AM en comparacion con el tejido normal, segun se determiné por
RT-PCR. Ademas, la presencia de la Cav-1 presentaba una distribucién
similar en AS y AU, mostrando una tasa de positividad globalmente mayor y
sugiriendo que, si bien podria estar implicada en la patogénesis del AM, no
estd asociada al comportamiento mas agresivo del AS en comparacion con
el AU.

Las 9 muestras de CA (100%) fueron positivas con un patron de tincion

similar al del AM. Sin embargo, la proporcién de muestras negativas/positivas
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es dificil de estimar debido al pequefio tamafio de la muestra, ya que es un
tumor poco frecuente.

Los patrones de inmunoexpresion de Cav-1 a lo largo de las etapas de GD
muestran su importancia durante la odontogénesis.

Los patrones similares de sobreexpresion de caveolina-1 en AM y CA
sugieren que podria desempefiar un papel en los eventos protumorales,
probablemente a través de alteraciones metabodlicas, pero no
necesariamente participar en el proceso de transformacion maligna. Sin
embargo, para confirmar estas hipotesis y debido a que la caveolina-1 esta
implicada en una amplia gama de mecanismos protumorales y antitumorales,
en futuros estudios se deberia asociar la expresion de la caveolina-1 con
variables clinicas o con proteinas implicadas en sefializacién, angiogénesis,

hipoxia y alteraciones metabdlicas.
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6 DISCUSION

6.1 CAVEOLINA-1Y ODONTOGENESIS

Nuestra pregunta de investigacion “;Existe evidencia reportada de la
expresion y funcién de Caveolina-1 en diferentes formas de Odontogénesis y sus
diversas etapas?” es respondida de forma parcial por los articulos incluidos en esta
revision de la literatura.

No existen articulos que indaguen la relacion entre Cav-1 y diferentes formas
de Odontogénesis, ya que este aspecto no es considerado por los distintos autores,
quienes solo han estudiado dientes que crecen de forma limitada. Mientras que, los
dientes a crecimiento continuo o hipselodontes, han quedado fuera de esta area de
investigacion.

Los dientes hipselodontes representan un excelente modelo para estudiar la
renovacion tisular basada en células madre adultas y su dinamica, siendo el incisivo
de ratdn uno de los mas estudiados (Hu y cols., 2017). Este tipo de dientes posee
poblaciones heterogéneas de células madre auto-renovantes en el extremo apical,
las cuales se encargan de mantener un proceso constante de Odontogénesis,
actuando como progenitoras de las células responsables de la produccién de los
distintos tejidos dentarios, tanto en su analogo de corona por vestibular, como en
su andlogo radicular por lingual/palatino (Krivanek y cols., 2020). La transicion
morfologica del incisivo de ratén adulto desde la zona apical hacia la zona incisal
muestra semejanza con el desarrollo dental en la etapa prenatal, siendo el extremo
apical una especie de “eterno germen dental”, por lo que en él se pueden estudiar
las distintas etapas de la Odontogénesis, incluyendo amelogénesis vy
dentinogénesis (Ohshimay cols., 2005).

El regulador transcripcional YAP controla diversas funciones celulares tales
como proliferacion, diferenciacion y apoptosis (Moreno, 2018). En el incisivo de
raton es el encargado de mantener la proliferacion e inhibir la diferenciacion de las
distintas poblaciones de células madre que residen en el extremo apical del incisivo
de ratén (Hu y cols., 2017). Investigaciones indican que Cav-1 regula la actividad
celular de YAP frente a estimulos biomecanicos en células mesoteliales, fibroblastos

y hepatocitos, constituyendo un eje de mecanotransduccion (Strippoli y cols., 2020;
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Moreno, 2018). Esto sugiere que Cav-1 podria estar involucrada regulando la
actividad de las células madre en incisivos a crecimiento continuo mediante la
modulacion de YAP.

Las células madre adultas se encuentran en muchos tejidos regenerativos de
vertebrados incluyendo el sistema hematopoyético, sistema nervioso, intestinos,
gonadas, piel, epitelio olfatorio y en dientes a crecimiento continuo (Ohshimay cols.,
2005). Estudios previos han relacionado a Cav-1 con la proliferacion in vivo de
células madre adultas neurales, intestinales y de glandulas mamarias, concluyendo
que Cav-1 juega un papel inhibidor en este proceso, mediante la inactivaciéon de la
via Wnt/B-catenina (Jasmin y cols., 2009; Li y cols., 2005; Sotgia y cols., 2005).

La comprension del comportamiento de las células madre, como se
diferencian hacia distintas direcciones para formar los diversos tejidos y 6rganos,
ha sido una de las grandes interrogantes para los cientificos durante décadas. Con
el avance de la tecnologia y el conocimiento acumulado, se ha formado un campo
de investigacion activo que tiene por objeto descubrir los mecanismos especificos
a los cuales obedecen las células madre, para lograr construir tejidos y 6rganos,
incluidos los dientes, a partir de ellas (Thesleff, 2018). Por lo tanto, generar una
linea de investigacion que explore la relacion de Cav-1 con las células madre
adultas presentes en los incisivos de ratdn a crecimiento continuo, seria un aporte
significativo para comprender su comportamiento y avanzar en ambitos de
ingenieria tisular.

Respecto a la segunda parte de nuestra pregunta de investigacion,
relacionada con las etapas de la Odontogénesis, los articulos confirman la expresion
de Cav-1 durante sus diferentes etapas. Sin embargo, la evidencia encontrada es
escasa y controversial, ya que existe discrepancia acerca de las etapas de la
Odontogénesis en las que se expresa Cav-1Y la localizacion de su expresion (Tabla
6). Ademas, los distintos autores se enfocaron en fases diferentes del proceso,
incluso estudiando a Cav-1 en conjunto con otras moléculas, lo que podria generar

aun mas discrepancia en los resultados.
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Tabla 6: Expresion de Cav-1 en las distintas etapas de la Odontogénesis segun los
distintos autores

Etapas de la Odontogénesis
P Corona | Formacion .,
Lamina Yema Copa Campana . Erupcidn
Autor temprana radicular
ED| M |ED| M |ED| M | ED | M ED | M ED M ED | M
Schwab - - + +*
+
Lee - - - - - +* - .
Sh| - - —+ - + - + +*
Sanchez + | |+ | 4 + +

+ = Presencia de Caveolina-1; - = Ausencia de Caveolina-1; Celdas grises = Etapas no estudiadas
por los autores; +* = Presencia de Cav-1 en vasos sanguineos.
Abreviaciones: ED=Epitelio dental; M=Mesénquima

Schwab y cols., al estudiar gérmenes de primer molar inferior de ratén en
etapa de copa y campana, encontraron una intensa inmunoreactividad de Cav-1 en
la etapa de campana, principalmente en células del EDI, ameloblastos y células
endoteliales de los vasos sanguineos presentes en la papila dental (Schwab y cols.,
2007). Por su parte, Lee y cols., examinaron la presencia de Cav-1 en el periodonto
en desarrollo de raton, incluyendo las etapas de corona temprana, formacién
radicular y erupcion dental. Evidenciaron una débil expresién de Cav-1 durante la
erupcion dentaria en células del ligamento periodontal, vainas nerviosas dentro del
hueso alveolar, cementoblastos, osteoblastos, vasos sanguineos y nervios
periféricos (Lee y cols., 2016). Shi y cols., estudiaron la expresion de Cav-1 en
gérmenes de molar de ratén en las etapas de lamina, yema, copa y campana.
Encontraron que Cav-1 se expresé durante las etapas de yema, copa y campana.
En la etapa de yema Cav-1 se encontré en el tejido epitelial, en la etapa de copa se
encontré en los distintos componentes del 6rgano del esmalte (con una expresion
mas intensa en la zona lingual), en la etapa de campana temprana se encontro
principalmente en el EDI y en la zona del asa cervical, mientras que en la etapa de
campana avanzada se encontrd una fuerte expresion en ameloblastos y en la zona
del asa cervical (Shiy cols., 2016).

Sanchez-Romero y cols., investigaron la expresion de Cav-1 en gérmenes
dentales humanos en la etapa de yema, copa y campana, existiendo una fuerte

expresion de Cav-1 en los componentes epiteliales, en todas las etapas. Mientras
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qgue, en la etapa de campana, ademas de observarse Cav-1 en los componentes
epiteliales del germen dental, también se observé una fuerte inmunorreaccion en
odontoblastos secretores y células de la papila dental (Sanchez-Romero y cols.,
2021).

Dos de los articulos incluidos en este trabajo de investigacion identificaron la
presencia de Cav-1 en el tejido epitelial de gérmenes dentales en etapa de yema,
tanto de ratdbn como de humanos (Sanchez-Romeroy cols., 2021; Shiy cols., 2016).
Durante esta etapa existe una intensa actividad mitética y biosintética, ademas
surge el nodo del esmalte primario, el cual madura y se convierte en un rasgo
morfolégicamente discernible, fuente de numerosas moléculas de sefalizacion de
diferentes familias (Nanci, 2018). La bateria de moléculas expresadas en el NE
estimula el crecimiento y elongacion del epitelio, el que posteriormente abraza a la
papila dental formando las zonas de inflexion cervical y permitiendo el avance del
germen dental hacia la etapa de copa (Balic & Thesleff, 2015). El tamafio del NE
esta controlado por la actividad de la via Eda, por lo que su mutacién en humanos
resulta en displasia ectodérmica hipohidrética, mientras que en ratones se generan
NEs mas pequefios, defectos en la invaginacion epitelial y en la formacion de las
zonas de inflexiobn cervical. La actividad de Eda a su vez es regulada por la
sefalizacion de Wnt durante las etapas tempranas de la morfogénesis de molar
murino (Yu & Klein, 2020). Hasta el momento no se ha indagado acerca de Cav-1y
su relacién con la via Wnt durante las etapas tempranas de la Odontogénesis, sin
embargo, estudios in vivo en ratones Knock-out para Cav-1 han concluido que ésta
tiene un rol inhibidor en la proliferacion de células madre adultas intestinales, de
glandulas mamarias y neurales, actuando como regulador negativo de la via Wnt
(Jasmin y cols., 2009; Li y cols., 2005; Sotgia y cols., 2005), por lo que es posible
gue Cav-1 esté involucrada en los procesos de sefializacidbn que conllevan al
desarrollo dental.

La etapa de copa se caracteriza por la aparicion del érgano del esmalte, con
3 zonas celulares caracteristicas: El epitelio dental interno (EDI), el reticulo
estrellado (RE) y el epitelio dental externo (Nanci, 2018). Shi y cols., descubrieron
que, en la etapa de copa, Cav-1 se expresd en células del érgano del esmalte,
presentando mayor intensidad en la zona lingual de éste, lo cual fue relacionado a

la existencia de apoptosis en sitios especificos, variaciones en la localizacion de la
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actividad mitotica y modulaciones locales especificas de los mecanismos de
adhesion celular (interacciones célula-célula y matriz-célula) (Shi y cols., 2016;
Lesot y cols., 2014). Sdnchez-Romero y cols., detectaron la expresion de Cav-1 en
los distintos elementos del érgano del esmalte en la etapa de copa, lo que sugiere
que Cav-1 juega un rol en la Odontogénesis, especialmente en la diferenciacién y
organizacion de los tejidos odontogénicos. Ademas, considerando la relacion entre
Cav-1 y el transporte de calcio celular, los autores consideran que Cav-1 podria
participar en el transporte de calcio en los ameloblastos (Sanchez-Romero y cols.,
2021).

La literatura encontrada evidencié que Cav-1 se expresa en el germen
dentario durante la etapa de campana, especificamente en la membrana de células
del EDI, ameloblastos y en la zona de inflexion cervical, en donde se expreso de
forma intensa (Sanchez-Romero y cols., 2021; Shi y cols., 2016; Schwab y cols.,
2007). Ademas, se confirmad la expresién in vitro de Cav-1 en la membrana celular
de células HAT-7, una linea celular epitelieal dental derivada de un incisivo murino
en etapa de yema (Schwab y cols., 2007). En este estadio del desarrollo dental, las
células del EDI se encuentran en un proceso de diferenciacion, mientras que los
ameloblastos diferenciados comienzan una intensa actividad secretora (Yu & Klein,
2020). Ya que Cav-1 cumple diversas funciones, entre las que se encuentran la
transduccion de sefales, transporte de moléculas y uniones intercelulares (Parton
y cols., 2020), podria ser de gran importancia en la diferenciacién y comunicacién
entre ameloblastos y sus células circundantes, ademas de participar en la
amelogénesis propiamente tal.

Sanchez-Romero y cols., fueron los Unicos en trabajar con gérmenes
dentales humanosy los Unicos en identificar la presencia de Cav-1 en odontoblastos
y células mesenquimales de la papila dental en la etapa de campana (Sanchez-
Romero y cols., 2021), hallazgo que se contrapone a los demas autores, quienes
observaron la expresion de Cav-1 solo en elementos derivados del epitelio dental,
células endoteliales y nerviosas. A pesar de ser similares a nivel general, los dientes
de ratén y humanos revelan diferencias moleculares especificas de cada especie
gue sugieren una posible divergencia evolutiva (Krivanek y cols., 2020), como es el
caso de la via Wnt que, cuando se encuentra mutada en ratones genera dientes

supernumerarios, mientras que en humanos provoca agenesias (Yu & Klein, 2020),
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por lo que la expresién y funcion de Cav-1 en odontoblastos podria estar ligada a la
especie.

En la dinamica de los procesos de mineralizacion de matrices
mesenquimales, las vesiculas matriciales cobran especial importancia, son
secretadas por condrocitos, osteoblastos y odontoblastos, y son las encargadas de
transportar los distintos elementos minerales hacia la matriz extracelular (Sawada y
cols., 2007). En un estudio in vitro realizado por Sawada y cols., se investigo la
relacion entre Cav-1 y vesiculas matriciales (VM) producidas por una linea celular
osteoblastica murina, encontrando que Cav-1 se expresa en las VMs y concluyen
gue podria tener un rol importante en la formacién de ellas y en la mineralizaciéon
Osea (Sawada y cols., 2007), por lo tanto, seria interesante investigar el rol de Cav-
1 en las VMs producidas por odontoblastos humanos durante la dentinogénesis.

Las vias BMP y Wnt, junto con FGF, Shh y Eda, son de gran importancia a lo
largo del desarrollo dental, desde la iniciacion, pasando por la morfogénesis, hasta
la citodiferenciacion de los tejidos odontogénicos (Yu & Klein, 2020), por lo que su
desregulacion puede generar alteraciones en la formacion de los dientes. El estudio
in vitro de Lee y cols., en células del ligamento periodontal humano, evidencié que
el knock-out de Cav-1 aumentd la expresion de las vias Wnt y BMP, promoviendo
la diferenciacidn osteoblastica de estas células (Lee y cols., 2016). Esto demuestra
que Cav-1 actla inhibiendo las vias Wnt y BMP en el desarrollo normal de las
células del ligamento periodontal, sin embargo, alin no se ha investigado su funcién

en ameloblastos ni en odontoblastos.

6.2 CAVEOLINA-1Y EMMPRIN

Tanto Shi y cols., como Schwab y cols., investigaron la coexpresion de Cav-
1y EMMPRIN en los gérmenes de molar de ratén en desarrollo. Concluyeron que
Cav-1 y EMMPRIN se coexpresan de forma parcial en células epiteliales y del
organo del esmalte, indicando Cav-1 podria ser gran importancia en la remodelacion
de la matriz extracelular, mediante la regulacion de EMMPRIN, quien a su vez se
encarga de activar a las metaloproteasas de la matriz (Shiy cols., 2016; Schwab y
cols., 2007). Esto tiene relevancia en la migracion centrifuga de los ameloblastos

durante la secrecion la matriz de esmalte y en la maduracion del esmalte en la etapa
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de campana avanzada, sin embargo, esta relacion no es explorada en los articulos

encontrados.

6.3 CAVEOLINA-1 Y TUMORES ODONTOGENICOS

Los tumores odontogénicos corresponden a procesos patologicos derivados
de tejidos odontogénicos, se desarrollan de forma exclusiva en los huesos maxilar
y mandibular alrededor de los segmentos que contienen a los dientes (Rajendra &
Ogle, 2019). El estudio de Sdnchez-Romero y cols., investigo la expresion de Cav-
1 en el ameloblastoma, siendo positivo en el 73,5% de las muestras, y en el
carcinoma ameloblastico en el 100% de las muestras (Sanchez-Romero y cols.,
2021). Ademas, dos estudios previos analizaron la presencia de Cav-1 en distintos
tumores odontogénicos, observando su presencia en el tumor odontogénico
primordial, quiste dentigero, quiste odontogénico queratoquistico, quiste
odontogénico ortoqueratinizado, quiste odontogénico calcificante y en el
ameloblastoma (Bologna-Molina y cols., 2017; Jaafari y cols., 2014). Estos
resultados sugieren que Cav-1 juega un rol en los eventos tumorales derivados de
tejidos odontogénicos, por lo que se hace necesario profundizar los mecanismos de
accion que ejerce sobre estos tejidos y que llevan a la agresividad o malignidad de
este tipo de tumores.

Los articulos incluidos en este trabajo de investigacion no son suficientes
para responder nuestra preguntar de investigacion ni lograr dilucidar la relacion y
funcién entre Cav-1y las diferentes formas de Odontogénesis y sus etapas. Esto se
debe en gran parte a la escasa evidencia existente y a las diversas discrepancias
que existen en ese pequefio cumulo de literatura. Ademas, la metodologia de los
estudios fue diversa, los distintos autores se enfocaron en diferentes etapas de la
Odontogénesis, sin incluirlas a todas. Algunos autores realizaron estudios in vitro,
sin embargo, no se emplearon los mismos tipos celulares ni la misma metodologia.
Mientras ciertos autores analizaron a Cav-1 en conjunto con otras moléculas, otros
la analizaron de forma aislada. Algunos estudios se enfocaron en el tejido
periodontal, en tanto otros estudios apuntaron a los tejidos responsables de la
dentinogénesis y la amelogénesis. Por todo lo anterior, resulta complejo

homogeneizar la informacion obtenida de los distintos estudios, y, en consecuencia,
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poder establecer cudl es el rol de Cav-1 en el proceso de Odontogénesis y sus
etapas.

Esta situacion solo permite generar ciertas correlaciones entre la evidencia
encontrada y otras lineas de investigacion similares, sin embargo, la informacién de
esta linea de investigacion aun no logra sostenerse por si misma, por lo cual se
hace necesario explorarla con estudios experimentales a futuro que estandaricen la

metodologia e intenten abarcar todas las aristas aqui expuestas.
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7 CONCLUSIONES

Esta revision sistematica cualitativa permite concluir que:

Hay escasa literatura que investiga la expresion de Cav-1 en las diversas
etapas de la Odontogénesis y lo descrito resulta controversial para comprender el

posible rol de Cav-1 en las diferentes etapas descritas en Odontogénesis.

No existe evidencia que relacione a Cav-1 con las distintas formas de
Odontogénesis, lo que no permiti6 responder a cabalidad la pregunta de

investigacion de este estudio.

La expresion de Cav-1 ha sido explorada en diversos tipos de células madre
en individuos adultos mostrando un rol en la mantencion de este fenotipo
indiferenciado, sin embargo, no existen estudios que aborden la dinamica de
expresion de Cav-1 en los nichos de células madre dentales en “eternos gérmenes
dentales” como se ha definido a los hipselodontes, lo que podria tener gran

importancia en el &mbito de ingenieria tisular.

Los estudios recopilados en esta revision de la literatura indican que Cav-1
se expresa en el tejido epitelial y en las células del érgano del esmalte durante la

Odontogénesis murina y humana.

La evidencia demuestra la expresion de Cav-1 en odontoblastos secretores

durante la Odontogénesis humana.

Este trabajo de investigacion recopila la evidencia existente respecto de la
expresion de Cav-1 en la Odontogénesis, planteando probleméticas a considerar en
los futuros trabajos experimentales que deseen continuar con esta linea de

investigacion.
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9 ANEXOS

9.1 ANEXO 1:

Proyecto Fiouch DIFO 17/16, titulado: Expresién de Caveolina-1 en

Odontogénesis Murina: Un Estudio Histoquimico

DIRECCION DE ‘1
INVESTIGACION =4

SoboE o DIFO

Santiago, 3 de enero de 2022

MAT.: Autoriza Extensiéon de FIOUCh 17/16
por 6 meses.

Profesora

Dra. MARIA ANGELICA TORRESVALENZUELA
Investigadora Responsable FIOUCh 17/16
Departamento de Patologia y Medicina Oral

Facultad de Odontologia

PRESENTE

Estimada Dra. Torres:

Junto a un cordial saludo me dirijo a usted para informarle que, esta Direccion de
Investigacion ha accedido a su solicitud de Extension de Plazo de Cierre de su Proyecto
FIOUCh 17/16, titulado: “Expresion de Caveliona-1 en la Odontogénesis Murina: Un Estudio
Inmunohistoquimico”, por 6 meses, de acuerdo a los argumentos entregados en su atenta carta
del 29 de diciembre de 2021, quedando como plazo final es el 30 de junio de 2022.

Deseandole a usted y a su equipo de colaboradores, mucho éxito en el desarrollo de su
proyecto, se despide cordialmente,

- S
DR. ALFREDO MOLINA BERRIOS
DIRECTOR DE INVESTIGACION

FACULTAD DE ODONTOLOGIA
UNIVERSIDAD DE CHILE

AMB/rem.

Correo electrénico:Investigacion@odontologiauchiledl] - Teléfono: +56 (2) 29781845
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile — Olivos N°943 - Independencia, Santiago
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FACULTAD

™ ODONTOLOGIA

g UNIVERSIDAD DE CHILE

Santiago, 18 de junio de 2018

CODIGO DIFO N° : 17/016
Materia: Aprueba y Asigna Codigo DIFO.

Centro de Costos DEA: 33 10 047.

Doctora

Maria Angélica Torres V.
Investigador Responsable
Proyecto FIOUCh 17/016
Presente

Estimada Dra. Torres:

Le informo que el Proyecto FIOUCH, titulado: “Expresion de Caveliona-1 en la Odontogénesis
Murina: Un Estudio Inmunohistoquimico™, presentado por usted al Concurso de Proyectos de
Investigacion en Odontologia FIOUCh-2016 ha sido Aprobado, con la siguiente identificacion:

Caodigo de Inscripcion Direccion de Investigacion: DIFO: 17/016.

Cuenta con una duracion de 2 afios. Fecha de Inicio: 18 de junio de 2018.

Fecha de Término: 18 de junio de 2020.

El Centro de Costos Asignado por la DEA, a su Proyecto FIOUCH es: 33 10 047.

Es necesario mencionar que los fondos de su proyecto estan disponibles, por lo que puede hacer
uso de ellos cuando lo estime conveniente, dirigiéndose a la Sra. Alejandra Reyes:
a.reyes@odontologia.uchile.cl — fono: 229785023, de la Direccion Economica y Administrativa
de nuestra Facultad.

Sin otro particular, se despide cordialmente,

Dr. Alfredo Criollo Céspedes
Director de Investigacion - DIFO
Facultad de Odontologia

Universidad de Chile
ACClrcm.
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9.2 ANEXO 2:

Lista de evaluacion critica del Instituto Joanna Briggs, Universidad de Adelaide.

Yes Mo  Unclear Mot
applicable
1. ‘Was the sample frame appropriate to address the target D D D I:I
population?
2. Were study participants sampled in an appropriate way? |:| |:| |:| I:l

3. ‘Was the sample size adequate? I:‘ |:| |:| I:I

4. Were the study subjects and the setting described in
detail? D |:| |:| D
5. Was the data analysis conducted with sufficient coverage D I:‘ I:‘ I:I

of the identified sample?

6. Were valid methods used for the identification of the
condition? D |:| |:| D
7.  Was the condition measured in a standard, reliable way I:' |:| |:| I:I

for all participants?
E. 'Was there appropriate statistical analysis? |:| |:| |:| I:l

9. Was the response rate adequate, and if not, was the low I:' I:' I:' I:I
response rate managed appropriately?

Overall appraisal:  Include I:I Exclude D Seek further info D



9.3 ANEXO 3

Datos a extraer desde los articulos seleccionados

=

©OoN®OAWDN

e e -
D wNPREPO

N° de articulo

Titulo

Autor

Afo de publicacion
Pais de origen

Tipo de publicacién
Idioma

Disefio de estudio
Objetivos del estudio

. Caracteristicas de la muestra

. Metodologia del estudio

. Etapas de la odontogénesis analizadas
. Resultados

. Hallazgos

. Conclusiones
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9.4 ANEXO 4: EVALUACION DE CALIDAD

JBI CRITICAL APPRAISAL CHECKLIST FOR
STUDIES REPORTING PREVALENCE DATA

Reviewer___ Maria José_Leal Date 08-11-2022
Author Schwab y cols. Year__2007 Record Number 1
Yes No  Unclear Not
applicable

1. Was the sample frame appropriate to address the target
population?

2. Were study participants sampled in an appropriate way?

3. Was the sample size adequate?

4. Were the study subjects and the setting described in
detail?

o o 0o O O

5. Was the data analysis conducted with sufficient coverage
of the identified sample?

6. Were valid methods used for the identification of the
condition?

7. Was the condition measured in a standard, reliable way
for all participants?

8. Was there appropriate statistical analysis?

9. Was the response rate adequate, and if not, was the low
response rate managed appropriately?

o o 0o o 0o o & 0 0O

o O 0O 0O

Overall appraisal:  Include I:I Exclude D Seek further info I:]

Comments (Including reason for exclusion)

o o o o O

O 0O 0O 0O

O

O O O 0O

O O 0O 0O
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JBI CRITICAL APPRAISAL CHECKLIST FOR
STUDIES REPORTING PREVALENCE DATA

Reviewer__ Maria José Leal Date 08-11-2022
Author Lee y cols. Year__2016 Record Number 2
Yes No  Unclear Not

applicable

1. Was the sample frame appropriate to address the target
population?

O

2. Were study participants sampled in an appropriate way?

3.  Was the sample size adequate?

4. Were the study subjects and the setting described in
detail?

5. Was the data analysis conducted with sufficient coverage
of the identified sample?

O O O O 0O
O O O O O
O O O 0O

6. Were valid methods used for the identification of the
condition?

7. Was the condition measured in a standard, reliable way
for all participants?

8. Was there appropriate statistical analysis?

9. Was the response rate adequate, and if not, was the low
response rate managed appropriately?

O 0o 0o b0 O 0O 4o 0 'O

O O 0O 0O
O O 0O 0O
O O 0O 0O

Overall appraisal:  Include I:I Exclude D Seek further info I:]

Comments (Including reason for exclusion)

No se especifica el tamafio de la muestra.




JBI CRITICAL APPRAISAL CHECKLIST FOR
STUDIES REPORTING PREVALENCE DATA

Reviewer___ Maria José Leal Date 08-11-2022
Author, Shiy cols. Year__2016 Record Number 3
Yes No  Unclear Not

applicable

1.  Was the sample frame appropriate to address the target
population?

O

2. Were study participants sampled in an appropriate way?

3.  Was the sample size adequate?

4. Were the study subjects and the setting described in
detail?

5. Was the data analysis conducted with sufficient coverage
of the identified sample?

6. Were valid methods used for the identification of the
condition?

o O o o o O
o O o o o d

o o o o O

7. Was the condition measured in a standard, reliable way
for all participants?

O
O
O

O
O
O

8. Was there appropriate statistical analysis?

O 0O 0O O O 0O O 0O O

9. Was the response rate adequate, and if not, was the low
response rate managed appropriately?

Overall appraisal:  Include I:I Exclude D Seek further info D

Comments (Including reason for exclusion)



JBI CRITICAL APPRAISAL CHECKLIST FOR
STUDIES REPORTING PREVALENCE DATA

Reviewer Maria José Leal Date 08-11-2022

Author Sanchez-Romero y cols. Year__2021 Record Number 4

Yes No  Unclear Not
applicable

1. Was the sample frame appropriate to address the target
population?

O

2. Were study participants sampled in an appropriate way?

3. Was the sample size adequate?

O O O 0O
O O O 0O
O O 0O

4. Were the study subjects and the setting described in
detail?

5. Was the data analysis conducted with sufficient coverage
of the identified sample?

6. Were valid methods used for the identification of the
condition?

7. Was the condition measured in a standard, reliable way
for all participants?

8. Was there appropriate statistical analysis?

O O 0O 0O 0O 0o 0o 0O 0O

O O o o 0O
O O o o O
O O o o O

9. Was the response rate adequate, and if not, was the low
response rate managed appropriately?

Overall appraisal:  Include D Exclude D Seek further info D

Comments (Including reason for exclusion)




