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INTRODUCCION

La reparacion de los tejidos orales lleva consigo una gran diferencia
respecto de otros sectores del organismo, esto debido a la presencia de
multiples factores protectores asociados a la saliva, como mucinas,
peroxidasas, factores de crecimiento e Histatinas, entre otros. Estos
factores entregan a la mucosa oral una ventaja a la hora de reparar tejidos
dafados, al ser comparado, por ejemplo, con el epitelio cuténeo,
demostrando tener una reparacion mas rapida, eficiente y con cicatrices
minimas (Tomay cols., 2021). Es en particular un péptido el que llama la
atencion por sus propiedades pro-reparativas, la Histatina-1, molécula
que ha demostrado tener distintos atributos que la hacen propicia para
poder mejorar la reparacion tisular en distintos tejidos (Oudhoff y cols.,
2009) como, por ejemplo, promover laadhesién, lamigracién eincluso
la diferenciacion celular en células de linaje 6seo (Torres y cols., 2021).
Lo anterior se suma a la capacidad de promover la adhesion, migracion y
angiogénesis en células endoteliales (Torres y cols., 2017). Por lo que
resulta una molécula que promueve varios procesos necesarios para

generar una correcta reparacion de tejidos.

El diente es un érgano que posee distintos tejidos como el esmalte, la
dentina, cemento y la pulpa dental. Este ultimo es un tejido conectivo
estéril protegido por los tejidos duros del diente, es decir, esmalte, dentina
y cemento. Una noxa que dafie el tejido pulpar induce una respuesta
inmunoinflamatoria. De no ser eliminada la noxa, la pulpa se puede
necrosar y dar paso a una patologia periapical de origen endodéntico.
(Karamifar y cols., 2020). Esta patologia genera resorcién 6sea, seguido
de la disposicion de un tejido granulomatoso. La mayoria de las patologias
pulpares sanan posterior a un tratamiento endodoéntico no quirdrgico,
tardando de 6 a 12 meses, pero las lesiones periapicales pueden llegar a
tardar hasta 4 afios en mostrar signos de reparacion (Karamifar y cols.,
2020). Es por esto gue se torna relevante evaluar distintos métodos que
favorezcan la reparacion de heridas en estos tejidos en un menor periodo

de tiempo. En este contexto, surge el potencial uso de Histatina-1, dado



que se ha demostrado que esta molécula es posible de ser utilizada por
células mesenquimales de la papilay pulpa dental (Torres y cols., 2021),

ambos tipos celulares implicados en la reparacion de estos tejidos.



1. MARCO TEORICO

1.1  HISTATINAS

Las Histatinas son proteinas de bajo peso molecular ricas en
histidina, y dentro de esta familia existen 12 Histatinas distintas. La
Histatina-1 y la Histatina-3 son codificadas por genes distintos (HIS1 y
HIS2, respectivamente), mientras que el resto de las Histatinas provienen
de los clivajes proteoliticos de las anteriormente mencionadas (Figura 1)
(Messanay cols., 2015). Presentes en la saliva de humanos y de varios
primates de alto orden, tienen varias funciones en la cavidad oral, como
formar parte de la pelicula salival adquirida, siendo un factor importante a
la hora de permitir la homeostasis del intercambio mineral entre el medio
oral y el diente. Clasicamente se han estudiado en el contexto de sus
propiedades antimicrobianas, protegiendo de la actividad fungica y

bacteriana (Torres y cols., 2018).

Peptide Amino acid sequence

Histatin-1 Dp SHEKRHHGYRRKFHEKHHSHREFPFYGDYGSNYLYDN
Histatin-2 RKFHEKHHSHREFPFYGDYGSNYLYDN
Histatin-3 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGYRSNYLDYN
Histatin-5 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY

Figura 1. Representacion de las secuencias de aminoacidos de los péptidos de
Histatina-1 y la Histatina-3, ademas de la Histatina-2 y la Histatina-5, donde se observa

que son clivajes de las anteriores (modificado de Torres y cols., 2017).

En el dltimo tiempo, un sub-grupo de Histatinas ha demostrado
poseer otras propiedades, como favorecer la migracion y adhesion de
células endoteliales, ambos procesos fundamentales durante la
angiogénesis (Torres y cols., 2017). Siendo la angiogénesis uno de los

hechos importantes dentro de la reparacion tisular, resulta muy favorable



contar con esta caracteristica para realizar terapias de reparacion con
células mesenquimales. Interesantemente, el espectro de células diana
sobre las cuales Histatina-1 ha mostrado tener actividad biolégica, ha sido
ampliado en los ultimos afios, llamando la atencion el conjunto de efectos
que tiene esta proteina sobre células de linaje mesenquimal y
osteoblastico (Torres y cols., 2021; Castro y cols., 2019).
Especificamente, en células preosteoblasticas se ha observado que
Histatina-1 promueve la adhesion, migracion y diferenciacion celular,
ademas de favorecer la expresion de genes osteogénicos, como fosfatasa
alcalina, osteocalcina y Runx2, y estimular la mineralizacion in vitro
(Torres y cols., 2021). Interesantemente, en este mismo estudio se
observo que Histatina-1 actla sobre células mesenquimales derivadas de
la papila apical y de la pulpa dental, induciendo la migracién celular, la
formacion de depdsitos de calcio y la expresion de los genes Runx2 y
osteopontina (Torres y cols., 2021). Pese a que en este estudio se
concluye en que habria una potencial diferenciacion a linaje osteoblastico
por parte de estas células, queda la duda acerca de una potencial
diferenciacion hacia otros fenotipos de caracter mineralizante, por
ejemplo, de tipo odontoblastico, dado a que cada una de las
caracteristicas observadas en dicho estudio se superponen en ambos
linajes (Castro y cols., 2019; Torres y cols., 2021). Lo anterior cobra
relevancia, teniendo en cuenta la capacidad inherente de las células
troncales mesenquimales de la papila apical de diferenciarse hacia
odontoblastos.

1.2 EFECTO DE LA HISTATINA-1 EN LA REPARACION TISULAR

Histatina-1, tiene varios roles clave en la reparacién tisular, como
promover la adhesién celular, migracion y angiogénesis. A continuacion,

se detallan los principales efectos de la Histatina-1 en la reparacion tisular:
1.2.1 Promocion de la adhesion y migracion celular.

Histatina-1 mejora la adhesién y migracion celular en varios

tipos de células, incluyendo queratinocitos orales, fibroblastos gingivales
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y dérmicos, células epiteliales no orales y células endoteliales (revisado
en Torres y cols., 2018). En células 6seas como las SAOS-2 de
osteosarcoma y pre-osteoblastos MC3T3-E1, Histatina-1 aumenta la
adhesién celular y migracion, lo cual es crucial para las respuestas
osteoconductoras necesarias para el proceso de reparacion 6seo (Torres
y cols., 2021). Ademas, se ha demostrado su capacidad de generar

adhesidn incluso en superficies como el titanio (van Dijk y cols., 2017).
1.2.2 Angiogénesis.

Histatina-1 promueve la angiogénesis, que es esencial para
suministrar nutrientes y oxigeno al tejido en proceso de cicatrizacion. Esto
lo logra al promover la migracion de células endoteliales y reorganizacién
en estructuras vasculares funcionales. Esto se demostro tanto in vivo
utilizando el modelo de membrana corioalantoidea de embrién de pollo,
como in vitro en ensayos de cicatrizacion de heridas y de camara de
Boyden (Torres y cols., 2017). De hecho, estudios mas recientes por
nuestro grupo de investigacion permitieron identificar el receptor
molecular implicado en la accién de Histatina-1 en células endoteliales,
siendo éste el receptor del factor de crecimiento endotelial vascular 2
(VEGFR-2), a través del cual Histatina-1 ejerce sus efectos pro-
migratorios y pro-angiogénicos (Mateluna y cols., 2022). La relevancia
gue pudiese tener este hallazgo y el rol que cumpliria este receptor en

otros tipos celulares, son aspectos no abordados aun.
1.2.3 Re-epitelizacion.

Al igual que en los otros tipos celulares mencionados, Histatina-1
promueve la migracién de queratinocitos orales y de piel, permitiendo de
esta forma la re-epitelizacion in vitro en un modelo de tejido reconstruido
(Oudhoffy cols., 2008; Oudhoff y cols., 2009), asi como en modelos in
vivo de reparacion de heridas (Lei y cols., 2020; Chang y cols., 2021).

1.2.4 Actividad en ambientes proinflamatorios.
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Se ha determinado que Histatina-1 en sus formas lineal completa,
ciclica y dominio minimo activo logra mantener y generar el efecto
estimulador de migracion en bajas concentraciones, incluso en estados

proinflamatorios (Boink y cols., 2016).

Se ha demostrado ademas, la capacidad de la Histatina-1 de
contrarrestar los efectos anti-migratorios y citotdéxicos del &cido
zoledrénico en células endoteliales EA.hy926 y de linaje osteoblastico,
restaurando la capacidad angiogénica en el primer caso (Castro y cols.,
2019)

1.3  HISTATINA-1 EN LA DIFERENCIACION OSEA

En el contexto de la diferenciacion 6sea, se ha demostrado la
accion de Histatina-1, tanto sobre células de osteosarcoma humano
SAOS2, como en pre-osteoblastos murinos MC3T3-E1 (Castro y cols.,
2019; Torres y cols., 2021). Especificamente, el tratamiento de células
SAOS2 y MC3T3-EL1 lleva a un aumento significativo en la actividad de la
enzima fosfatasa alcalina (ALP), un marcador enzimatico clave de la
diferenciacion osteogénica (Torres y cols., 2021). Ademas, se ha
observado que Histatina-1 induce la expresion de genes osteogénicos,
como la osteocalcina, Runx2 y ALP en ambos tipos celulares (Torres y
cols., 2021). Estos genes son esenciales para la formacion vy
mineralizacion ésea, y su expresion incrementada sugiere que Histatina-
1 puede acelerar el proceso de diferenciacion osteogénica, lo que podria
representar una opcion terapéutica beneficiosa para la medicina déseo-
regenerativa y la integracion de implantes (Torres y cols., 2021). En este
mismo contexto, estudios mas recientes de nuestro laboratorio han
demostrado que Histatina-1 es capaz de promover la reparacion 0sea in
vivo, en un modelo de defecto 6seo murino de tamafio no critico (Torres
y cols., 2023).
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Aunque el mecanismo exacto por el cual Histatina-1 promueve la
diferenciacion osteogénica aun no se comprende completamente, se cree
que Histatina-1 puede actuar como un intermediario que mejora la
interaccion entre las células y el sustrato, promoviendo asi una respuesta
celular favorable para la diferenciacion (Torres y cols., 2021).
Interesantemente, en este mismo estudio, se demostré que Histatina-1
promueve un fenotipo mineralizante en células mesenquimales orales, en
donde se observé un incremento de la expresion de Runx2 y otros
marcadores de diferenciacion, asi como también en la migracion de estas
células. Lo anterior, no tan solo podria tomar relevancia en el campo de
la diferenciacion 6sea, sino ademés en el contexto de otros modelos

celulares mineralizantes, como los odontoblastos.

1.4 CELULAS MESENQUIMALES ORALES

1.4.1 Células troncales

Las células troncales tienen el potencial de autorrenovarse y
producir tejidos funcionales. Existen células troncales pluripotentes,
como las células troncales embrionarias y las células troncales no
embrionarias, o somaticas (también llamadas células troncales adultas).
Se pueden encontrar tanto en el blastocisto durante la etapa embrionaria,
como en el humano adulto (National Institutes of Health, n.d.). Las
células troncales mesenquimales son parte del estroma celular,
estas ceélulas troncales mesenquimales son multipotenciales, es decir,
pueden diferenciarse en varios tipos de linaje celular. Estas pueden ser
obtenidas de diversos tejidos como el corddén umbilical, médula 6sea,

tejido adiposo y tejidos orales (Ding y cols., 2011) entre otros.

1.4.2 Células troncales mesenquimales de la papila apical (SCAP’s)

La papila apical es una unidad morfofuncional presente en los
dientes permanentes inmaduros (DPI), ubicada por debajo del diafragma

epitelial y de la zona rica en células que separa el tejido pulpar de la papila
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apical. Los DPI se caracterizan por presentar su formacion radicular
incompleta. Se ha demostrado que la poblacion de células
mesenquimales de la papila apical posee la facultad de dar origen a
distintos tipos celulares incluyendo células epiteliales, odontoblastos y
osteoblastos, entre otros; contribuyendo de esta manera a la formacion

de los tejidos que conforman la raiz de este DPI (Kang y cols., 2019).

Es asi que, durante la formacion radicular, las células
mesenquimales de la papila apical migran a la zona de la pulpa
diferenciandose en odontoblastos (Figura2) (Sonoyamay cols., 2008).
Es por esto que adquieren gran relevancia a la hora de pensar en la
reparacion tisular puesto que aportan una gran variedad de linajes
celulares que podrian participar en este proceso.

-

Ap-i;al papilla

Figura 2. Anatomia de la papila apical. (A) Tercer molar humano donde se sefala
a la papila apical unida a la raiz dental en desarrollo. (B) Tinciébn con hematoxilina 'y
eosina de una raiz humana en desarrollo (R) que representa el diafragma epitelial
(flechas) y la zona rica en células apicales (triangulos blancos). (C) Recoleccion de
la papila apical de la raiz dental para aislamiento de células troncales

mesenquimales (modificado de Sonoyamay cols., 2008).
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1.5 DIFERENCIACION A ODONTOBLASTOS Y SUS
MARCADORES

1.5.1 Odontoblastos

Los odontoblastos son células polarizadas y postmitéticas que se
originan a partir de células troncales mesenquimales (revisado en
Kawashima & Okiji, 2016). La anatomia celular de estas células se
observa en esquema y corte histolégico en la Figura 3. Estas células son
responsables de producir una parte fundamental del tejido duro dental,
especificamente la dentina. Los odontoblastos presentan extensiones
citoplasmaticas conocidas como procesos odontoblasticos, que se
introducen en los tubulos dentinarios y desde alli desempefian su funcion
mineralizadora. Estas células se encuentran situadas en la periferia de la
pulpa dental, donde estan estrechamente relacionadas con las demas
células presentes en esa region, formando conjuntamente el complejo
pulpo-dentinario (revisado en Kawashima & Okiji, 2016). Dada su
elevada diferenciacion, es de suma importancia desarrollar métodos que
permitan la reparacion del tejido dental utilizando los mismos tipos
celulares. Esto es crucial para lograr un tejido que sea lo mas similar

posible al que se perdi6 debido a una determinada lesion.

k|

Dentina - ! "

Predentina

Prolongaciones
odontoblasticas

Cuerpos
celulares

Figura 3. Representacion esquemaética (izquierda) y fotomicrografia (derecha) de la
organizacion estructural de los odontoblastos (Od). Estos exhiben una forma columnar
con un ndcleo (N) y citoplasma (C) localizado en la periferia de la pulpa dental (P), y
prolongaciones odontoblasticas que se extienden hacia la matriz mineralizada (dentina),
atravesando una capa de matriz recién formada denominada predentina. En la imagen
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de la derecha se observa la coloracion hematoxilina-eosina de primer molar mandibular
de un raton de siete dias de desarrollo posnatal.91 (modificado de Simancas, 2019).

La comprension de los mecanismos celulares y moleculares
involucrados en la diferenciacion de odontoblastos ha presentado varios
desafios, principalmente debido a las dificultades metodolégicas para
estudiar este tipo celular. Asi, una de las primeras etapas para evaluar
el proceso de diferenciacion de los odontoblastos es la seleccion de
marcadores moleculares adecuados, entre los cuales encontramos
las proteinas DMP1, DSPP y ALP (Simancas, 2019).

1.5.2 Fosfoproteina acida 1 de la matriz dentinaria (DMP-1)

Dentro de los distintos procesos de mineralizacion realizados en la
osteogénesis y dentinogénesis, los osteoblastos y odontoblastos secretan
un set Unico de proteinas no colagenasas en la matriz extracelular,
reciben el nombre de familia SIBLING, por sus siglas en inglés (Small
Integrin-Binding Ligand, N-linked Glycoprotein) e incluyen la sialoproteina
O0sea (BSP), la osteopontina (OPN), la sialofosfoproteina dentinaria
(DSPP), la fosfoproteina de la matriz dentinaria 1 (DMP1) y la
fosfoglicoproteina extracelular de la matriz (Qin y cols., 2003).

La proteina de la matriz dentinaria-1 (DMP1) se presenta en
diferentes formas dentro de los tejidos mineralizados, cada una de las
cuales desempefia roles distintos en la mineralizacion debido a su

interaccién con la hidroxiapatita (HA).

Segun el estudio de Gericke y cols. (2010) donde se analizaron
las funciones estructurales de las distintas formas de DMP-1, existen 4

formas de la proteina DMP-1:
Fragmento N-terminal de 37 kDa: El fragmento N-terminal de 37 kDa es

una de las formas mas pequefias de DMP-1. Promueve la formacion y

el crecimiento de cristales de HA. En un sistema de gelatina-gel, se
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observd que este fragmento facilita la nucleacion y proliferacion de
cristales de HA (Gericke y cols., 2010).

Fragmento C-terminal de 57 kDa: El fragmento C-terminal de 57 kDa es
el mas grande de los dos. Al igual que el fragmento de 37 kDa, el
fragmento de 57 kDa también promueve la formacion y el crecimiento
de cristales de HA. Sin embargo, en términos de efectividad en la
nucleacion de HA, el fragmento de 57 kDa es ligeramente mas efectivo
que el de 37 kDa (Gericke y cols., 2010).

Proteoglicano DMP1 (DMP1-PG): Esta forma contiene un fragmento N-
terminal unido a una cadena de condroitina sulfato (CS), conocido como
DMP1-PG. A diferencia de los otros fragmentos, DMP1-PG actia como
un inhibidor de la mineralizacion. En un sistema de gelatina-gel, DMP1-
PG inhibe significativamente la acumulacion de minerales y el crecimiento
de cristales de HA de manera dependiente de la dosis (Gericke y cols.,
2010).

Proteina de longitud completa de 106 kDa: La proteina DMP1 de
longitud completa se encuentra en menor cantidad en los tejidos
mineralizados. Inhibe la formacién y el crecimiento de HA. La proteina
de longitud completa se une a HA y bloquea el acceso a los cristales de

HA, impidiendo su proliferacion y crecimiento (Gericke y cols., 2010).

1.5.3 Sialo fosfoproteina dentinaria (DSPP de 130-kDa)

Es otra de las proteinas importantes presentes en la matriz
extracelular importante para la formacion y mineralizacion de la dentina,
es parte de la familia SIBLING. Inicialmente es sintetizada como una Unica
cadena polipeptidica que sufre un procesamiento proteolitico para dar
lugar a productos: sialoproteina dentinaria (DSP) y el otro fragmento
fosfoproteina dentinaria (DPP o PP) (Prasad, Butler & Qin, 2010),

donde cada uno adquiere un rol distinto dentro de la mineralizacion, sobre
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todo en la dentinogénesis, donde se ha demostrado existir una expresion

de hasta 400 veces mas que en hueso (Qin y cols., 2003).

Sialoproteina dentinaria (DSP de 95 kDa): Es una glicoproteina y uno
de los fragmentos encontrados al escindir la DSPP. Ayuda con la
regulacion génica para inducir la diferenciacion de células madre y
primarias dentales, a través de una sefalizacion propiciada

principalmente por la proteina Ocludina (Li et al., 2017).

Fosfoproteina dentinaria (DPP o PP de ~47 kDa): La DPP es una
inusual proteina polianidnica, que cumple distintas funciones como la de
promover la diferenciacion celular y la mineralizacion de células (visto en
células osteoblasticas de raton y células fibroblasticas de raton)
(Jadlowiec y cols., 2004), DPP se une al ion de calcio y al colageno tipo
I, actuando como un inductor de la mineralizaciébn en las matrices
extracelulares e induciendo la deposicién y el crecimiento de cristales de

hidroxiapatita en los huesos y dientes de vertebrados (Hey cols., 2005).

La determinacion de estos marcadores moleculares por técnicas
de rutina, como Western blot (para proteina) o RT-qPCR (para mRNA),
constituye una herramienta fundamental a la hora de caracterizar la
presencia y comportamiento de esta poblacion celular altamente
diferenciada. Por lo tanto, este conjunto de aproximaciones sera de vital
importancia en el planteamiento de este trabajo de investigacion, el cual
determinara si Histatina-1 induce la diferenciacion de células

mesenquimales de la papila apical hacia linaje odontoblastico.

En cuanto a los factores que inducen la diferenciacion odontoblastica,
se han descrito diversos mediadores moleculares, que incluyen proteinas
de sefializacién intracelular y factores secretados al medio, como los

fragmentos de DMP-1, de DSPP ademas de ALP, entre otros. Destaca el
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papel que cumple el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), que
en el articulo de Janebodin y cols. (2022), demostroé que al silenciar la
expresion VEGFR-2 (receptor de VEGF-A) en células troncales
mesenquimales de la pulpa dental, disminuye la expresion de proteinas
de la matriz dentinaria (DMP-1, DSPP, BSP), ademas de que aquellas
células silenciadas no lograban generar nddulos de mineralizacién. Lo
anterior cobra particular relevancia, pues se ha demostrado que este
receptor es capaz de unir a Histatina-1 en células endoteliales (Mateluna
y cols., 2022). Esto nos lleva a proponer una interesante via a evaluar

para la accién de Histatina-1.

1.6 VEGF (vascular endothelial growth factor)

La familia de VEGF cuenta con al menos 6 integrantes: VEGF-A
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E y factor de crecimiento placentario
(Cross y cols., 2003), se ha descrito como un factor importante para
promover la angiogénesis en conjunto con el receptor VEGFR-2 siendo
este el mayor mediador de la mejora de efectos angiogénicos (Ferraray
cols., 2003). En uno de los ultimos estudios realizados por nuestro grupo
se ha descrito a VEGFR-2 como el receptor de Histatina-1 para promover
la angiogénesis y la migracion celular endotelial (Matelunay cols., 2022).
Intrigantemente, otro estudio ha descrito que este receptor es esencial
durante el proceso de diferenciacion de osteoblastos (Hu y Olsen., 2016)
una linea celular proveniente de las mismas células troncales
mesenquimales de la papila apical. Recientemente se ha descrito a
VEGFR-2 como un factor importante durante la sefializacion en la
diferenciacion odontoblastica (Janebodin y cols., 2022). Lo anterior abre
la posibilidad que Histatina-1 podria promover la diferenciacion de células

odontoblasticas por medio de la sefializacion de VEGFR-2.
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En base a los antecedentes expuestos, surge la siguiente pregunta de
investigacion:
¢ Histatina-1 promueve la expresion de marcadores de diferenciacion

celular odontoblasticos a través de VEGFR-2?

En resumen, tenemos los siguientes antecedentes:

1. Histatina-1, promueve la expresion de marcadores de
diferenciacion en células preosteoblasticas.

2. Histatina-1, promueve la migracién y adhesion en distintos
tipos celulares, incluyendo células de linaje 6seo y células de
cultivos primarios de papila apical y pulpa dental.

3. Las células troncales mesenquimales de la papila dental
tienen el potencial de diferenciarse en células
odontobléasticas.

4. Histatina-1 comparte receptor con VEGF, un factor que
promueve la diferenciaciéon a células osteobléasticas, linaje que

puede provenir de las SCAPs, al igual que los odontoblastos.
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2. HIPOTESIS

‘Histatina-1 promueve la expresion de marcadores de
diferenciacion odontoblastica en células mesenquimales de la papila
apical, de manera dependiente del receptor VEGFR-2".

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar si Histatina-1 induce la diferenciacién de células
mesenquimales de la papila apical en células con caracteristicas de linaje

odontobléastico, de manera dependiente del receptor VEGFR-2.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar si Histatina-1 induce la expresidbn de marcadores de
odontoblastos a nivel de proteinas en células mesenquimales de
papila apical.

2. Determinar si la inhibicion del receptor VEGFR-2 en células
mesenquimales de papila apical reduce la expresion de marcadores

de odontoblastos a nivel de proteinas.
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5. METODOLOGIA

Este sera un estudio experimental, de tipo transversal.

5.1 CELULAS

Células mesenquimales de papila apical fueron obtenidas del
laboratorio de Envejecimiento y Reparacion Tisular, dirigido por la Dra.
Ménica Caceres (ICBM, Facultad de Medicina de la Universidad de Chile),
a través del Proyecto de investigacion “TMPRSS11A as novel ageing-
related marker involved in senescence during wound healing”
(ANEXO). Especificamente, los explantes de papila apical fueron
obtenidos, siguiendo el protocolo de Garrido y cols. (2021) a partir de
premolares permanentes inmaduros con indicacion de exodoncia por

motivos de ortodoncia (n=3, etapa 8 de Nolla).

5.2 ANTICUERPOS

Los anticuerpos primarios utilizados fueron:

1. Anticuerpo policlonal anti-DSPP (ab272929). Abcam

2. Anticuerpo monoclonal anti-DMP-1 (LFMb-31): sc-73633. Santa
Cruz biotechnology, inc.

3. Anticuerpo monoclonal anti-Actina (C4): sc-47778. Santa Cruz
biotechnology, inc.

Los anticuerpos secundarios utilizados fueron:

1. Anticuerpo anti-raton acoplado a peroxidasa de rabano (HRP).
Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse I1gG (H+L).
Jackson Inmuno Research laboratories, inc.

2. Anticuerpo anti-conejo acoplado a peroxidasa de rabano (HRP).
Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit 1gG (H+L).

Jackson Inmuno Research laboratories, inc.
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5.3  HISTATINA-1

Para todos los experimentos, Histatina-1 utilizada posee la
secuencia DpSHEKRHHGYRRKFHEKHHSHREFPFYGDYGSNYLYDN,
que corresponde a un fosfopéptido de 38 aminoécidos, fosforilado en la
Serina2 (Oppenheim y cols., 1988), obtenido mediante sintesis quimica,

segun lo descrito por nuestro grupo (Torres y cols., 2021).

5.4 INCUBACION DE CELULAS

Las células mesenquimales de la papila apical fueron incubadas
en placas de 12 pocillos a 37 °C en 5% COz2, en medio Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM) alto en glucosa (4,5 g/L), suplementado con suero
fetal bovino (FBS) al 10%, que ademas esté tratado con penicilina (10.000
U/mL) y estreptomicina (10 pg/mL). Un grupo recibié estimulo con

Histatina-1 (concentracion 10 uM).

55 ANALISIS POR WESTERN BLOT

Luego de cada tratamiento, las células fueron lavadas con PBS y
se les aplicé directamente buffer Laemmli, para lisis y homogeneizacion
de las muestras. Las muestras fueron sonicadas, hervidas vy
posteriormente cargadas en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de
sodio (SDS-PAGE), para luego ser transferida a una membrana de

nitrocelulosa.

Esta membrana fue incubada con los anticuerpos primarios:
- Anticuerpo policlonal DSPP.
- Anticuerpo monoclonal DMP-1.

- Anticuerpo monoclonal Actina.

Luego los anticuerpos primarios que se hayan unido a la membrana
fueron detectados mediante anticuerpos secundarios:

- Anti-ratén acoplado a peroxidasa de rabano (HRP)
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- Anti-conejo acoplado a peroxidasa de rabano (HRP)

En la siguiente etapa las membranas de nitrocelulosa fueron
incubadas con el reactivo de quimioluminiscencia EZ-ECL (Cellseco Ltd)
y posteriormente fotografiadas en un equipo fotodocumentador
Amersham AI600 (GE HelathCare).

5.6 ANALISIS DE IMAGENES

Posteriormente las imagenes fueron procesadas y analizadas
mediante el programa de analisis de imagenes computarizado Image J.
En éste se analizaron 24 imagenes de Western blot digitalizadas por el
fotodocumentador Amersham AI600 (GE HelathCare).

Las bandas de interés fueron 130 kDa, para DSPP, 57 y 37 kDa

para los fragmentos de DMP-1y 42 kDa para la actina.

Metodologia de objetivo especifico: “Determinar si Histatina-1
induce la expresion de marcadores de odontoblastos a nivel de

proteinas”.

Para este objetivo se realizaron andlisis de Western blot de
extractos obtenidos de células mesenquimales de la papila apical, las que
previamente fueron cultivadas en placas de 12 pocillos y agrupadas segun
las condiciones: a) Sin tratamiento, b) Tratamiento con Histatina-1. El

tratamiento fue realizado por 3 dias.

Metodologia de objetivo especifico: “Determinar si la inhibicion del
receptor VEGFR-2 reduce la expresion de marcadores de

odontoblastos a nivel de proteinas.”

Para efectuar este objetivo, se realizaron ensayos de Western blot
a partir de extractos de células mesenquimales de la papila apical segun
las siguientes condiciones experimentales: a) Sin tratamiento de

Histatina-1 en presencia del vehiculo DMSO, que es un solvente organico
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utilizado para solubilizar el inhibidor de VEGFR-2, sin el inhibidor, b)
Tratamiento con Histatina-1, en presencia del vehiculo DMSO, c) Sin
tratamiento de Histatina-1 en presencia del inhibidor de VEGFR-2 ZM
323881 (1uM), que es un inhibidor especifico del receptor VEGFR-2 (se
une al dominio de la tirosina quinasa), d) Tratamiento con Histatina-1,
en presencia del inhibidor de VEGFR-2. De esta manera se podra saber
si al verse inhibido este receptor se expresan marcadores odontoblasticos
a nivel de proteinas. Todos incubados durante 3 dias.

5.6 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los ensayos fueron realizados de manera independiente, al
menos 3 veces. Los resultados son presentados como el promedio +
el error estandar del nimero de experimentos independientes indicados
(n). Para comprobar la normalidad de la distribucion de los datos, se aplico
el test de Kolmogorov, en donde todos los datos se distribuyeron de
manera normal. Ademas, se aplicé un test de determinacion de outliers,

obtenido a partir del programa GaphPad v 6.01.
Las comparaciones entre los grupos se realizaron mediante t test no

pareado o Kruskal-Wallis, segun corresponda (software GraphPad Prism).

Se consideré un valor de P > 0,05 como estadisticamente significativo.
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6. RESULTADOS

6.1 Histatina-1 induce la expresion de marcadores de

odontoblastos a nivel de proteinas.

El hecho de que Histatina-1 sea una proteina que promueve la
expresion de marcadores de diferenciacion de osteoblastos (Torres y
cols., 2021) llevo a plantear la hipétesis de que también podria ejercer un
efecto similar en células mesenquimales de la papila apical, para
promover la expresion de marcadores de diferenciacion hacia un tipo

odontoblasto.

Para esto se realizd el andlisis de Western blot, utilizando 2
anticuerpos, uno anti DMP-1 (figura 4 y 5) y otro anti DSPP (figura 6),
ambos en condiciones de control y con tratamiento de Histatina-1 (10uM).
Como se mencioné anteriormente DMP-1 es una proteina que
intracelularmente se escinde para generar 2 fragmentos; un fragmento de
la region NHz-terminal (37 kDa) y otro fragmento de la region COOH-
terminal (57 kDa).

A continuacién, se observan los resultados obtenidos de estos

experimentos:
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Figura 4. Efecto de Histatina-1 en la expresion de DMP-1 37 kDa. Células de la papila
apical, fueron incubadas por 3 dias, un grupo no tratado de control (NT) y otro grupo
tratadas con Histatina-1, a concentracion 10 uM (H1) se sacaron extractos y se
analizaron por Western Blot. A) imagen representativa de Western blot obtenidas con los
aticuerpos antibMP-1 (Mouse, monoclonal) donde se observa la porcién de 37 kDa, con
su respectiva Actina. B) cuantificacion de 4 experimentos independientes, obtenidos
como se describe en A), mediante densitometria de escaneo (DMP-1/Actina), analizado
por “IMAGEJ”. La grafica corresponde al promedio de 4 experimentos independientes
(promedio + desviacion estandar) datos no estadisticamente significativos, obtenidos
del programa “GraphPad”. Con un P < 0,05 (P = 0,2279), calculado mediante t test no

pareado.
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Figura 5. Efecto de Histatina-1 en la expresion de DMP-1 57 kDa. Células de la papila
apical, fueron incubadas por 3 dias, un grupo no tratado de control (NT) y otro grupo
tratadas con Histatina-1, a concentraciéon 10 pM (H1) se obtuvieron extractos y se
analizaron por Western Blot, A) imagen representativa de Western blot obtenidas con el
anticuerpo antibMP-1 (Mouse, monoclonal) donde se observa la porcién de 57 kDa, con
su respectiva Actina. B) cuantificacién de 4 experimentos independientes, obtenidos del
andlisis ejemplificado en A), mediante densitometria de escaneo (DMP-1/Actina),
analizado por “IMAGEJ”. La grafica corresponde al promedio de 4 experimentos
independientes (promedio + desviacion estandar) datos estadisticamente
significativos, obtenidos del programa “GraphPad”. Con un P > 0,05 (P = 0,0050),

calculado mediante el t test no pareado.
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Figura 6. Efecto de Histatina-1 en la expresién de DSPP 130 kDa. Células de la papila
apical, fueron incubadas por 3 dias, un grupo no tratado de control (NT) y otro grupo
tratadas con Histatina-1, a concentracién 10 uM (H1) se obtuvieron extractos y se
analizaron por Western blot. A) Imagen representativa de 6 experimentos
independientes de Western blot, obtenidas con el anticuerpo antiDSPP (rabbit,
policlonal) donde se observa la proteina completa de 130 kDa, con su respectiva Actina.
B) Cuantificacion de 5 experimentos independientes, obtenidos segun lo descrito en A),
mediante densitometria de escaneo (DSPP/Actina), analizado por “IMAGEJ”. La gréfica
corresponde al promedio de 6 experimentos independientes (promedio + desviacién
estandar) datos no estadisticamente significativos, obtenidos del programa
“GraphPad”. Con un P > 0,05 (P = 0,0533), calculado mediante el t test no pareado.
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6.2 Efecto de la inhibicidon del receptor VEGFR-2 en la expresion

de marcadores de odontoblastos a nivel de proteinas.

Teniendo en cuenta los antecedentes de que el receptor VEGFR-2
es el receptor de la Histatina-1 en células endoteliales (Torres y cols.,
2017) y, por otro lado, que este receptor influye directamente en el
proceso de diferenciacion de los odontoblastos (Janebodin y cols.,
2022), es que en este objetivo se evaluard si dicho receptor esta
involucrado en la expresion de marcadores de diferenciacion de
odontoblastos, por accion de Histatina-1. Es por esto, que se decide
utilizar el inhibidor antes mencionado ZM 323881 (1uM) y evaluar de esta
manera si disminuye la expresion de los marcadores de diferenciacion
mencionados a continuacion.

Para ello, se eligié el marcador DMP-1 37 kDa (figura 7), porque
fue el Unico obtenido con un nimero n de repeticiones suficientes para el
andlisis. Asi también se eligi9 DSPP 130 kDa (figura 8).
Lamentablemente, por razones técnicas no se logré visualizar
adecuadamente el fragmento de 57 kDa en condiciones de tratamiento

con vehiculo o inhibidor.
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Figura 7. Efecto de Histatina-1 bajo la accién del inhibidor del receptor VEGFR-2 (ZM)
en la expresion de DMP-1 37 kDa. Células de la papila apical, fueron incubadas por 3
dias bajo las siguientes condiciones: a) Sin tratamiento de Histatina-1 en presencia del
vehiculo DMSO, que es un solvente organico usado para aplicar el inhibidor de VEGFR-
2, sin el inhibidor, b) Tratamiento con Histatina-1, en presencia del vehiculo DMSO, c¢)
Sin tratamiento de Histatina-1 en presencia del inhibidor de VEGFR-2 ZM 323881 (1 uM),
que es un inhibidor especifico del receptor VEGFR-2 (se une al dominio de la tirosina
quinasa), d) Tratamiento con Histatina-1, en presencia del inhibidor de VEGFR-2. Se
obtuvieron extractos y se analizaron por Western Blot. A) imagen representativa de
Western blot obtenidas con antibMP-1 (Mouse, monoclonal) donde se observa la porcion
de 37 kDa, con su respectiva Actina. B) cuantificacién de datos extraidos de A) fue
obtenida por densitometria de escaneo (DMP-1/Actina), analizado por "IMAGEJ", la
grafica corresponde al promedio de 3 experimentos independientes (promedio +
desviacion estandar) datos estadisticamente significativos, obtenidos del programa

"GraphRad". *P > 0,05 calculado mediante el test de Kruskal-Wallis.
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Figura 8. Efecto de Histatina-1 bajo la accién de inhibidores de receptor VEGFR-2 en la
expresion de DSPP 130 kDa. Células de la papila apical, fueron incubadas por 3 dias
bajo las siguientes condiciones: a) Sin tratamiento de Histatina-1 en presencia del
vehiculo DMSO, que es un solvente organico usado para aplicar el inhibidor de VEGFR-
2, sin el inhibidor, b) Tratamiento con Histatina-1, en presencia del vehiculo DMSO, c¢)
Sin tratamiento de Histatina-1 en presencia del inhibidor de VEGFR-2 ZM 323881 (1 uM),
que es un inhibidor especifico del receptor VEGFR-2 (se une al dominio de la tirosina
quinasa), d) Tratamiento con Histatina-1, en presencia del inhibidor de VEGFR-2. Se
obtuvieron extractos y se analizaron por Western blot. A) Imagen representativa de
Western blot obtenidas con antiDSPP (rabbit, policlonal) donde se observa la proteina
completa de 130 kDa, con su respectiva Actina. B) cuantificacién de datos extraidos de
A) fue obtenida por densitometria de escaneo (DSPP/Actina), analizado por “IMAGEJ”,
la gréfica corresponde al promedio de 4 experimentos independientes (promedio +
desviacién estandar) donde, los datos no son estadisticamente significativos,
obtenidos del programa “GraphPad”. Con un P > 0,05 calculado mediante el test de
Kruskal-Wallis.
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7. DISCUSION

En base a los datos obtenidos, podemos aseverar que Histatina-1
promueve el incremento de 3 marcadores de diferenciacion al tipo
odontoblasto en células mesenquimales de la papila apical, ya que por un
lado encontramos un aumento de DMP-1 en su porcién de 57 kDa y 37
kDa, que como se ha dicho anteriormente es un marcador de la
diferenciacion y mineralizacion tanto en células osteoblasticas como de
células odontoblasticas. Asi también, se observo el aumento de DSPP,
otro marcador de diferenciacion importante de las células odontoblasticas,
una de las proteinas mas abundantes en la matriz extracelular durante la
dentinogénesis, que también se encuentra presente en células
osteoblasticas, con la Unica diferencia de que en los odontoblastos puede
llegar a presentarse 400 veces mas gue en los osteoblastos, si bien DSPP
luego se escinde para dar paso a DSP y DPP, ambas son importantes
para la diferenciacion hacia células odontoblasticas. Mas aun, es
importante recalcar el hecho de que ambos marcadores (DMP-1Y DSPP)
son relevantes no solo en el proceso de diferenciacién, sino que también,
ambos con sus fragmentos, son importantes para el proceso de
mineralizacion tanto al actuar como nucleos de cristales como de

promover la mineralizacion de estos cristales.

El hecho de que los resultados del segundo objetivo de la tesis no
fueran concluyentes no determina que los experimentos no hayan
funcionado y esto se hace notar al observar las condiciones de control (no
tratado versus Histatina-1, sin DMSO, ni ZM), en donde al observar
todos los graficos e imagenes de los Western blots, estos indican un
aumento en los marcadores de DMP-1y DSPP. Al parecer DMSO genera
alguna interferencia sobre el efecto de Histatina-1, porque es en presencia
del vehiculo que se pierde la induccion de los marcadores de Histatina-1.
Es por esto que no se puede concluir la dependencia del receptor VEGFR-
2, pero si una tendencia, ya que al observar los resultados obtenidos

notamos que existe variacion al utilizar ZM con Histatina-1, lo cual seria
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indicativo de cierta relacion entre el receptor VEGFR-2 y la Histatina-1 en
este contexto. Otra limitante fue no obtener la expresion basal de VEGFR-

2 en las células mesenquimales de la papila apical.

Un aspecto que cabe destacar de los resultados obtenidos en los
experimentos fue la deteccién de los marcadores de la proteina DMP-1
en sus fragmentos de 37 y 57 kDa. Como se mencion0 anteriormente,
estos fragmentos son conocidos por promover los procesos de
mineralizacion de los cristales de hidroxiapatita, haciendo las veces
de nucleadores de estos cristales. Y a su vez, la ausencia de DMP-1 en
su forma completa, que inhibe la formacién y crecimiento de la
hidroxiapatita, sugiere que efectivamente podria estar ocurriendo un

proceso de mineralizacion.

Cabe destacar que son necesarios mas experimentos para
determinar que efectivamente la Histatina-1 es una proteina que induce la
diferenciacion de las células troncales de la papila apical hacia células
odontoblasticas. Una opcion seria realizar los mismos experimentos de
estimulacién con Histatina-1 pero con un medio de incubacion distinto, tal
que promueva mas aun la diferenciacion hacia el tipo celular

odontoblastico.

Nuestros resultados nos entregan un novedoso posible uso de la
Histatina-1, ya que al promover la diferenciacion de células
mesenquimales de papila apical a un tipo odontoblastico, abre todo un
abanico de posibles usos de esta proteina. De especial interés, seria su
uso en dientes permanentes inmaduros que han sufrido un traumatismo
dentoalveolar o presentan lesion de caries. A lo anterior hay que agregar
gue en nuestro grupo de estudio ya hemos evidenciado que Histatina-1
tiene un rol importante en la reparacion tisular al estimular la migracién
celular, re-epitelizacion, adhesion, promover la diferenciacion en células

preosteoblasticas, y promover la angiogénesis.

Asi también, seria interesante estudiar como Histatina-1 modula el

patrén de reparacion de un grupo celular fundamental en la mantencién
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de la homeostasis de los dientes permanentes inmaduros como es el

tejido del ligamento periodontal.

35



8. CONCLUSIONES

8.1 Histatina-1 induce la expresion de marcadores de
odontoblastos a nivel de proteinas.

En base a lo observado en nuestros experimentos, se puede
confirmar que la proteina Histatina-1 induce la expresion de marcadores
de diferenciacion a odontoblastos a nivel de proteinas en células
mesenquimales de la papila apical, para la proteina DMP-1 (57 kDa) en
su porcion C- terminal de una manera estadisticamente significativa. En
tanto que, su fragmento DMP-1 (37 kDa) que es la porcion N- terminal,
también presenta un aumento respecto de la condicién no tratada, la que
si bien, no alcanza a ser significativa estadisticamente, corresponde a un

dato borderline con una tendencia al incremento

La proteina DSPP no se encuentra en un alza significativa
estadisticamente, pero, si representa un incremento en comparacion con

los niveles de los marcadores de los no tratados.

Esto nos da a entender que en células de la papila apical al ser
tratados con el péptido Histatina-1 en una concentracion de 10 uM, todos
los marcadores presentaron un aumento de los marcadores de

diferenciacion respecto de su condicién no tratada.

8.2 Efecto de la inhibicion de VEGFR-2 en la expresion de
marcadores de odontoblastos a nivel de proteinas, inducida por
Histatina-1.

Lo primero que se observa, a partir, de los resultados es la
alteracion que ocurre al evaluar DMSO + Histatina-1, en donde, en esta
condicion se genera una disminucion de los niveles de los marcadores
contrario a lo que se esperaba. Lo anterior nos lleva a pensar que el

vehiculo puede estar alterando la accion de Histatina-1, ya que al observar
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el grafico de ZM (el inhibidor con su vehiculo), se observa la disminucién
esperada de los marcadores al inhibir los receptores. Pero es respecto al
marcador de DMP-1 37 kDa que se observa en la gréafica del inhibidor ZM
+ Histatina-1 un aumento significativo. Sugiriendo asi que VEGFR-2

podria estar involucrado en la regulacion de los niveles de DMP-1 37 kDa.

Es asi, que los resultados obtenidos no son concluyentes y no nos
permiten determinar fehacientemente si el receptor VEGFR-2 es
requerido para que Histatina-1 produzca algun efecto en las células
mesenquimales de la papila apical, ya que no hay induccién de los
marcadores en la condicion control, donde solo se evalua el vehiculo del
inhibidor.
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