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NOMENCLATURA

ACE2: Encima convertidora de angiotensiona 2

ADSC: Células madre mesenquimales del tejido adiposo

ARNm: acido ribonucleico mensajero

BMSC: C¢lulas madre mesenquimales de médula osea
COVID-19: Coronavirus 2019

DFPC: Cé¢lulas progenitoras del foliculo dental

DMEM-F12.: Dulbecco's modified eagle medium: nutrient mixture F-12
DPSCs: Células madre de la pulpa dental.

E: Envoltura

hAFSC: Células madre mesenquimales de liquido amnidtico
hPSC: Células madre pluripotentes humanas

HUCMSC: Células madre mesenquimales del cordon umbilical
iPSC: Células madre pluripotentes inducidas

M: Membrana

MERS: Sindrome respiratorio de Oriente Medio

MSC: Células madre mesenquimales

N: Nucleocapside

NK: Natural killer

PDLSC: Células madre de ligamento periodontal

PDR-Ag: Prueba diagnostica rapida de antigenos del SARS-CoV-2

PLMSC: Cé¢lulas madre mesenquimales de placenta



RBD: Dominio de unién al receptor

RT-qPCR: PCR cuantitativa con transcripcion inversa

S: Proteina Spike

SARS-Cov 2: Sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2
SARS: Sindrome respiratorio agudo severo

SCAPs: Células madre de papila apical

SDRA: Sindrome de dificultad respiratoria aguda

SHED: Células madre de dientes deciduos exfoliados
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EXPRESION DEL RECEPTOR ACE2 EN CELULAS MADRE DE LA PULPA
DENTAL IN VITRO

RESUMEN

INTRODUCCION: La enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) es un receptor
localizado en la membrana celular a través de la cual ingresa el SARS-CoV-2 a las células
huésped. Es expresada en células del miocardio, rifiones y pulmones, sin embargo, se
desconoce su expresion en células madre de pulpa dental (DPSCs). OBJETIVO: Identificar
la expresion del receptor ACE2 en DPSCs in vitro. METODOS: Las DPSCs fueron aisladas
de terceros molares humanos utilizando odontoseccion selectiva. Las células fueron
cultivadas en frascos hasta alcanzar una confluencia celular del 100%. Posteriormente las
células fueron caracterizadas utilizando el marcador mesenquimal CD146. A continuacion,
fueron sembradas en placas de 24 pozos analizando su morfologia mediante microscopia de
contraste de fases. Finalmente, las células fueron incubadas con el anticuerpo primario
ANTI-ACE2 humano conjugado con AlexaFlour 488 y una tincion nuclear con DAPI para
ser visualizadas mediante microscopia de fluorescencia. RESULTADOS: Las DPSCs fueron
aisladas y cultivadas observando morfologias fibroblésticas y alargadas en forma de huso
con nucleo central ovalado. Las DPSCs fueron capaces de expresar de manera positiva el
receptor ACE2 en contraste con el control negativo posterior a la inmunocitoquimica.
CONCLUSIONES: Las DPSCs pueden ser una ventana de entrada para el virus del SARS-
CoV-2 debido a la expresion positiva de receptor ACE2.

PALABRAS CLAVE: células madre mesenquimales, células madre de pulpa dental,
receptor ACE2, SARS-CoV2, microscopia de fluorescencia
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) is a receptor located in the
cell membrane through which SARS-CoV-2 enters host cells. It is expressed in cells of the
myocardium, kidneys and lungs, however, its expression in dental pulp stem cells (DPSCs)
is unknown. OBJECTIVE: Identify the expression of the ACE2 receptor in DPSCs in vitro.
METHODS: DPSCs were isolated from human third molars using selective odontosection.
The cells were cultured in flasks until reaching 100% cell confluency. Subsequently, the cells
were characterized using the mesenchymal marker CD146. Next, they were seeded in 24-
well plates and their morphology was analyzed using phase contrast microscopy. Finally, the
cells were incubated with the primary antibody human ANTI-ACE2 conjugated with
AlexaFlour 488 and a nuclear stain with DAPI to be visualized by fluorescence microscopy.
RESULTS: The DPSCs were isolated and cultured observing fibroblastic and elongated
spindle-shaped morphologies with an oval central nucleus. DPSCs were able to positively
express the ACE2 receptor in contrast to the negative control after immunocytochemistry.
CONCLUSIONS: DPSCs may be a window of entry for the SARS-CoV-2 virus due to the
positive expression of the ACE2 receptor.

KEYWORDS: mesenchymal stem cells, dental pulp stem cells, ACE2 receptor, SARS-

CoV2, fluorescence microscopy
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1. INTRODUCCION

La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) es una enfermedad infecciosa causada por
el coronavirus-2 el cual es responsable del sindrome respiratorio agudo severo SARS-CoV-
2), caracterizado por una respuesta hiperinflamatoria, dafio vascular, microangiopatia,
angiogénesis y trombosis generalizada (1). La enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE
2) es un receptor funcional localizado en las membranas celulares y a través del cual el
COVID-19 ingresa a las células huésped y expresandose en gran medida en el miocardio,

rifiones y pulmones (2).

Las células madre mesenquimales (MSC) tienen un gran potencial para la medicina
regenerativa debido a su capacidad de autorrenovacion y diferenciacion en células especificas
de tejido, como osteoblastos, condrocitos y adipocitos. (3). Las MSCs derivadas de los
dientes se han identificado como una fuente prometedora de células madre en la medicina
dental (4). Las células madre de la pulpa dental (DPSCs) han recibido atencién como
alternativa terapéutica en la medicina regenerativa ya que posee importantes capacidades

inmunomoduladores (5).

El propdsito de este estudio fue evaluar si la expresion del marcador endotelial ACE2 en
DPSCs, hipotetizando la expresion positiva de este marcador. Para ello, se obtuvieron las
DPSCs de terceros molares humanos mediante odontoseccion selectiva. Posteriormente que
se cultivaron en frascos y placas de 24 pozos, evaluando su crecimiento por medio de
microscopia de contraste de fases se evaluo su adecuada reproduccion. Finalmente se evalud
la expresion ACE2 utilizando inmunocitoquimica. Actualmente se desconoce si el receptor

ACE2 se expresa en DPSCs, ya que no existe literatura previa.

Nuestros resultados aportan evidencia de que existe una expresion positiva del receptor

ACE2 en DPSCs, sugiriendo una relacion de estas células con la infeccion por COVID-19.



2. HIPOTESIS

Existe una expresion positiva del receptor ACE2 en DPSCs in vitro.

14



15

3. OBJETIVOS

3.1- Objetivo General

Identificar la expresion del receptor ACE2 en DPSCs in vitro.

3.2 Objetivos especificos

- Aislar y cultivar una poblacion de DPSCs utilizando disociacidon enzimatica.

- Analizar la morfologia de las DPSCs cultivadas utilizando microscopia de contraste

de fases.

-Evaluar la expresion del receptor ACE2 sobre DPSCs por medio de microscopia de

fluorescencia.
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4. ANTECEDENTES

4.1 Células madre

Las células madre son células tienen la capacidad de autorrenovarse, es decir, pueden

dividirse y generar copias de si mismas (6).

Las células madre poseen caracteristicas especiales que las distinguen de otras células del

cuerpo (7):

e Indiferenciadas:
Significa que estas células no tienen una funcion especifica determinada y tienen la

capacidad de convertirse en diferentes tipos celulares especializados (8).

e Capacidad de proliferacion amplia (autorrenovacion): Las células madre pueden
dividirse indefinidamente y multiplicarse. Este proceso es esencial para mantener un

suministro continuo de células madre en el cuerpo. (9).

e Origen clonal:
Las células madre generalmente provienen de una sola célula madre inicial. A
medida que se dividen, pueden formar una poblacién de células hijas que conservan

las mismas capacidades de autorrenovacion y diferenciacion (10).

e (Capacidad de diferenciacion en diversos tipos de células y tejidos (potentes):
Las células madre tienen el potencial de transformarse en células especializadas que

cumplen funciones especificas en distintos tejidos u 6rganos del cuerpo.

Las células madre han despertado interés en el campo biomédico debido a la posibilidad de
ser utilizadas como vectores para la administracion de medicamentos (11). Su potencial
unico las hace valiosas en el campo de la regeneracion de tejidos y tratamiento de

enfermedades, ya que pueden reemplazar o reparar células y tejidos dafiados. (12) .
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Existen tres principales tipos de células madre:

Células madre adultas: Estas células se encuentran en tejidos adultos y tienen la
capacidad de generar células especializadas de su tejido de origen (13).

Células madre embrionarias: Se obtienen de embriones en las primeras etapas de
desarrollo y tienen la capacidad de diferenciarse en cualquier tipo celular del cuerpo
(14).

Células madre pluripotentes inducidas (iPSC): Estas células se generan en el

laboratorio a partir de células adultas, como células de la piel o células sanguineas.

(15).

Ademas, estas células de acuerdo a su potencial de diferenciacion pueden clasificarse en:

Totipotentes: Pueden convertirse en un organismo completo (16).

Pluripotentes: Estas células tienen la capacidad de diferenciarse en células de los tres
tipos de capas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo) (17).
Multipotentes: Se encuentran en tejidos adultos y pueden diferenciarse en células de
uno o varios tipos relacionados (18).

Unipotentes: Estas células tienen la capacidad de diferenciarse en un solo tipo celular

especifico. (19)

4.2 Células madre mesenquimales

Las células madre mesenquimales (MSC) tienen un gran potencial para la medicina

regenerativa debido a su capacidad de autorrenovacion y diferenciacion en células especificas

de tejido, como osteoblastos, condrocitos y adipocitos. (3).

Las MSC son células madre pluripotentes con capacidades de autorrenovacion y

diferenciacion multidireccional. (20).
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Estas MSC presentan un enorme potencial terapéutico debido a sus indispensables
propiedades regenerativas, reparadoras, angiogénicas, antiapoptoticas e inmunosupresoras

@1).

4.2.1 Células madre mesenquimales de la medula 6sea (BMSCs)

Las células madre mesenquimales/estromales de la médula 6sea (BMSCs), conocidas como
cé¢lulas multipotentes, se utilizan ampliamente en el tratamiento de diversas enfermedades

gracias a sus propiedades autorrenovables, de diferenciacion e inmunomoduladoras (22).

En este sentido, las BMSCs se han propuesto y descrito como un recurso celular prometedor
debido a su alto rendimiento de células aisladas con potencial de formacion de colonias,
capacidad de autorrenovacion, expresion de marcadores de superficie de MSCs y

capacidades de diferenciacion de multiples linajes in vitro (23).

Se han convertido en una fuente importante de células semilla para la terapia génica, la

ingenieria de tejidos, la terapia de reemplazo celular y la medicina regenerativa (24).

Se han demostrado interacciones significativas entre las MSC y las células del sistema
inmunologico: se descubrid que las MSC regulan a la baja los linfocitos T y B, las células
asesinas naturales (NK) y las células presentadoras de antigenos a través de varios

mecanismos, incluida la interaccion entre células y la produccion de factores solubles (25).

Han resultado ser muy efectivas y prometedoras en términos de enfermedades esqueléticas,

especialmente en comparacion con las otras fuentes de MSCs (26).

4.2.2 Células madre del cordéon umbilical (HUCMSCs)

El cordéon umbilical humano es una fuente prometedora de células madre mesenquimales
(HUCMSC). A diferencia de las células madre de la médula 6sea, las HUCMSCs tienen un

procedimiento de recoleccion indoloro y propiedades de autorrenovacion mas rapidas (27).
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Debido a sus atributos Unicos, que incluyen la autorrenovacion, la multipotencia y la
accesibilidad concomitante con su capacidad inmunosupresora y menores preocupaciones
éticas, la terapia con HUCMSC se describe como opciones terapéuticas alentadoras en

terapias basadas en células (28).

Se ha demostrado que la diferenciacion, la migracion y las propiedades protectoras de las

HUCMSC son superiores en comparacion con otros tipos de células madre (29).

Las HUCMSC o de la gelatina de Wharton (WJ) han atraido un interés sustancial debido a
su potencial para aumentar los enfoques terapéuticos para una amplia gama de
trastornos. diversas enfermedades, incluidas las que afectan los tejidos 6seos, cartilaginosos,
cutaneos, hepaticos, renales, neurales, pulmonares, cardiovasculares, musculares y

retinianos, asi como afecciones como el cancer, la diabetes, la sepsis y otras (30).

4.2.3 Células madre del tejido adiposo (ADSCs)

Las células madre derivadas del tejido adiposo (ADSCs) son células madre mesenquimales
que se encuentran en el tejido subcutaneo en la base del foliculo piloso (células de la papila
dérmica), en las laminas dérmicas (células de la lamina dérmica), en la dermis interfolicular

y en el tejido de la hipodermis (31).

La creencia sostenida durante mucho tiempo sobre el tejido adiposo era que era relativamente
inerte en términos de actividad biologica. Se creia que su funcion principal era el
almacenamiento de energia; sin embargo, esto se hizo aflicos con el descubrimiento de las

adipocinas (32).

Las ADSCs también son potentes antiinflamatorias debido a su capacidad inherente para
regular el sistema inmunologico mediante la secrecion de citocinas antiinflamatorias y
factores de crecimiento que desempefian un papel crucial en la patologia de muchas
enfermedades, incluidas la esclerosis multiple, la diabetes mellitus, la enfermedad de Crohn,

el LES y la enfermedad de injerto contra huésped (33).
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Actuan en multiples niveles de control y se comunican con los sistemas organicos para ajustar
la respuesta inmunitaria, proporcionar sefiales para la diferenciacion, la migracion y las
reacciones enzimaticas, y equilibrar las demandas regenerativas de la homeostasis tisular

equilibrada (34).

Son multipotentes y pueden diferenciarse en varios tipos de células, incluidos osteocitos,
adipocitos, células neuronales, células endoteliales vasculares, cardiomiocitos, células 3

pancreaticas y hepatocitos (35).

4.2.4 Células madre mesenquimales de placenta (PLMSCs)

La placenta representa un reservorio de células progenitoras, células madre y células
epiteliales que, segun se ha demostrado, se diferencian en varios tipos, incluidos los linajes
adipogénico, osteogénico, miogénico, hepatogénico, cardiaco, pancreatico, endotelial,

pulmonar y neurogénico (36).

Las células madre mesenquimales derivadas de la placenta (PLMSCs) que se pueden
recolectar sin utilizar ningtin procedimiento invasivo a partir de un tejido descartado son uno

de los tipos importantes de células madre mesenquimales para aplicaciones terapéuticas (37).

4.2.5 Células madre mesenquimales del liquido amnidtico (hAFSC)

Las MSC, que poseen capacidades notables, se encuentran en el liquido amniético (FA). Los
hallazgos de varios estudios han demostrado los beneficios potenciales de estas células en

aplicaciones de medicina regenerativa (38).

Los investigadores han identificado el liquido amni6tico como una fuente sin explotar de
c¢lulas madre que son multipotentes, poseen propiedades inmunomoduladoras y no tienen

las limitaciones éticas y legales de las células madre embrionarias (39).
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Las hAFSC se pueden aislar y cultivar facilmente a partir del liquido amniotico, que se

considera un desecho médico. Por lo tanto, el liquido amnidtico puede ser una fuente de

células para la terapia con MSC de enfermedades inflamatorias (40). Muestran ventajas por

muchas razones, incluida la posibilidad de aislamiento no invasivo, multipotencia,

autorrenovacion, baja inmunogenicidad, propiedades antiinflamatorias y no tumorigénicas y

un problema ético minimo (41).

4.3 Células madre de origen dental

Las células madre mesenquimales (MSCs) derivadas de los dientes se han identificado como

una fuente prometedora de células madre en la medicina dental (4). Estas células tienen

caracteristicas Unicas que las hacen valiosas para diversas aplicaciones:

Origen y disponibilidad: Se pueden obtener de diferentes estructuras dentales como
la pulpa dental, el ligamento periodontal, y el hueso (42). Estas fuentes son accesibles
y pueden ser obtenidas de dientes deciduos o permanentes durante procedimientos
dentales rutinarios (43).

Capacidad de diferenciacion: Las MSCs de los dientes tienen la capacidad de
diferenciarse en varios tipos celulares, incluyendo odontoblastos (células formadoras
de dentina), osteoblastos (células formadoras de hueso), condrocitos (células
formadoras de cartilago) y adipocitos (células formadoras de grasa). Esto las hace
utiles para la regeneracion de tejidos dentales danados.

Potencial terapéutico: Se investiga activamente el uso de MSC dentales en terapias
regenerativas para reparar y regenerar tejidos dentales y periodontales afectados por
enfermedades como la caries dental, la enfermedad periodontal y las lesiones

traumaticas (44).

Se han identificado y caracterizado varios tipos de células madre y progenitoras derivadas de

tejidos dentales humanos:
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4.2.1 Células madre de la pulpa dental (DPSCs):

Las DPSCs se encuentran en la pulpa dental, el tejido blando ubicado en el centro del diente.
Se caracterizan por su capacidad de autorrenovacion y su capacidad de diferenciarse en
multiples tipos celulares, como odontoblastos, osteoblastos y células adiposas. Estas células
han mostrado promesa en la regeneracion de tejido dental, el tratamiento de enfermedades

pulpares y la investigacion de nuevas terapias para otras condiciones médicas (45).
4.2.2 Células madre de dientes deciduos exfoliados (SHEDs):

Se obtienen de los dientes deciduos que han sido naturalmente exfoliados. Son altamente
proliferativas y pueden diferenciarse en células osteogénicas, adipogénicas y neurales.
Tienen potencial para la regeneracion de tejidos dentales y la terapia celular en neurologia

(46).
4.2.3 Células madre del ligamento periodontal (PDLSCs):

Se encuentran en el ligamento periodontal que une el diente al hueso alveolar. Tienen
capacidad de diferenciarse en células osteogénicas, fibroblastos y cementoblastos.
Importantes para la regeneracion del ligamento periodontal y el hueso alveolar en

enfermedades periodontales (47).
4.2.4 Células madre de la papila apical (SCAPs):

Se localizan en la papila apical, una estructura en la punta de la raiz dental. Pueden
diferenciarse en odontoblastos y células de la pulpa dental. Utiles para la regeneracion de la

pulpa dental y el desarrollo de tratamientos de endodoncia regenerativa (48).
4.2.5 Células progenitoras del foliculo dental (DFPCs):

Se encuentran en el foliculo dental que rodea el diente en desarrollo. Tienen capacidad de
diferenciarse en cementoblastos, fibroblastos y células osteogénicas. Importantes para la

formacion del diente y la regeneracion del cemento dental (49).
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Figura 1. Células madre de origen dental

Estas células madre y progenitoras derivadas de tejidos dentales ofrecen un potencial
significativo en la medicina regenerativa dental, permitiendo el desarrollo de nuevas terapias
para tratar diversas enfermedades y lesiones relacionadas con los tejidos dentales y

periodontales.

Las células madre en el sistema orofacial, especificamente las DPSCs, fueron identificadas
por primera vez a principios de la década de 2000 (23). Este descubrimiento marco un avance
significativo en la investigacion biomédica y dental, ya que proporciond una nueva fuente de

c¢lulas madre con potencial terapéutico en odontologia y medicina regenerativa (50).

La pulpa dental se ha identificado como una fuente muy atractiva de células madre

mesenquimales, como DPSCs. Esto se debe a varias razones clave:

e Procedimiento no invasivo: La obtencion de DPSCs no requiere procedimientos
quirtrgicos invasivos adicionales. Por lo general, se pueden recolectar después de

extracciones dentales rutinarias, como la extraccion de muelas supernumerarias o del
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juicio. Esto minimiza el riesgo para el paciente y reduce la incomodidad asociada con
la recoleccion de tejidos (51).

e Accesibilidad: La pulpa dental es accesible y se puede obtener de dientes deciduos o
permanentes. Incluso en el caso de dientes permanentes, la recoleccion de la pulpa
dental no afecta significativamente la funcion o la estética dental, ya que el tejido
dental restante puede continuar cumpliendo su funcion normal (52).

e Capacidad proliferativa y multipotencialidad: Las DPSCs y otras cé¢lulas madre
derivadas de la pulpa dental muestran una alta capacidad proliferativa en cultivo
celular, lo que permite obtener una cantidad suficiente de células para aplicaciones
terapéuticas (53). Ademas, estas células son multipotentes, lo que significa que tienen
la capacidad de diferenciarse en varios tipos celulares, incluyendo osteoblastos,
adipocitos, condrocitos y otros, lo cual es crucial para su uso en medicina

regenerativa. (54).

4.4 Regeneracion tisular

La terapia celular regenerativa nos ha proporcionado una plataforma inigualable para evaluar
nuevos métodos potencialmente efectivos para tratar enfermedades neurodegenerativas
durante las tltimas dos décadas (55). La terapia celular ha sido identificada como un método

eficaz para regenerar el tejido dafiado (56).

Las células madre pluripotentes humanas (hPSCs) se utilizan en el cribado de descubrimiento

de farmacos, modelos de enfermedades y medicina regenerativa (57).

El uso de iPSCs en la investigacion ha sido doble, ya que se han utilizado para el modelado
de enfermedades humanas, asi como por la posibilidad de generar nuevas terapias.
Particularmente en enfermedades humanas complejas, como las enfermedades

neurodegenerativas (58).

Actualmente, el desarrollo e identificacion de hPSCs permite la adquisicion de una gran
cantidad de células neuronales para mejorar la recuperacion celular después de trastornos

neurodegenerativos (59). Al mismo tiempo, se estan descubriendo los papeles de los distintos
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tipos de células en la patologia neurodegenerativa mediante estudios genéticos y de células

individuales (60).

Las MSCs expandidas in vitro se emplean como terapias para enfermedades autoinmunes,
fallas organicas y muchos otros trastornos cronicos. Sorprendentemente, las funciones
reparadoras y de mantenimiento homeostatico de las MSC dependen de su interaccion con el
microambiente inflamatorio (61). La evidencia emergente indica que el efecto

inmunomodulador de las MSC se atribuye principalmente a la via paracrina (62).

La investigacion sobre el uso de MSCs para la regeneracion tisular tiene el potencial de influir

significativamente en las estrategias de tratamiento periodontal en el futuro (63).

Las MSCs autorenuevan para mantener un grupo de células que se pueden activar para
reemplazar células diferenciadas terminalmente (por ejemplo, odontoblastos) o para permitir
la cicatrizacién de heridas (por ejemplo, puente de dentina en exposiciones pulpares y

cicatrizacion de tejidos periodontales después de la cirugia (64)(65).

4.5 COVID-19

La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19), causada por el sindrome respiratorio
agudo severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2), ha sido responsable de una pandemia mundial

desde marzo de 2020 (1).

Este brote se origind en China y desde entonces ha expandido sus efectos devastadores a

nivel global de manera rapida y significativa (66).

Cada vez hay mas pruebas que demuestran que la transmision de persona a persona del virus
afecta principalmente al tracto respiratorio superior. Posteriormente, puede causar dafios en

el tracto respiratorio inferior, lo cual puede llevar a casos graves de neumonia (67).

El periodo medio de incubacion es de 6.4 dias. Aunque la enfermedad es leve en la mayoria
de los pacientes, algunos desarrollan hipoxia grave que requiere hospitalizacion y ventilacion

mecanica (68).
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La infeccion por COVID-19 provoca una variedad de sintomas que incluyen fiebre, tos seca,
fatiga generalizada, sintomas respiratorios como dificultad para respirar, y en algunos casos,

sintomas gastrointestinales como diarrea y dolor de garganta (69).

Estos sintomas pueden ser similares a los del sindrome de dificultad respiratoria aguda
(SDRA), una complicacion grave que puede desarrollarse en casos severos de COVID-19

(70).

Se propaga principalmente a través de goticulas respiratorias que son liberadas cuando una
persona infectada estornuda, tose, habla o respira. Estas goticulas pueden contener particulas
virales del SARS-CoV-2 y pueden ser inhaladas por personas cercanas o depositarse en

superficies cercanas, donde el virus puede permanecer viable durante cierto tiempo (71).

Es una enfermedad multisintomatica que ha tenido un impacto global debido a su capacidad

de propagarse rapidamente y su tasa de mortalidad relativamente alta (72).

4.5.1 Pruebas de COVID-19

La precision, la sensibilidad, la especificidad, el tiempo hasta el resultado y el coste de las
pruebas son los pardmetros basicos de estas pruebas, e incluso pequefias mejoras en
cualquiera de ellas pueden tener un impacto significativo en la vida en muchos paises del

mundo (73).

Las pruebas diagndsticas para COVID-19 se dividen en dos categorias principales: pruebas
moleculares que detectan el ARN viral y pruebas serologicas que detectan inmunoglobulinas

anti-SARS-CoV-2 (74).

Las pruebas basadas en PCR cuantitativa con transcripcion inversa (RT-qPCR) se utilizan
ampliamente para diagnosticar la enfermedad por COVID-19 (75). Las pruebas moleculares,
como la PCR, son muy sensibles y especificas para detectar el ARN viral y son recomendadas
por la OMS para confirmar el diagnostico en personas sintomaticas y para activar las medidas

de Salud publica (76).
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Una clara ventaja de estas pruebas sobre la RT-qPCR es que pueden identificar a las personas
previamente infectadas por SARS-CoV-2, incluso si nunca se sometieron a pruebas mientras

estaban gravemente enfermas (77).

La prueba diagnostica rapida de antigenos del SARS-CoV-2 (PDR-Ag) para la deteccion del
SARS-CoV-2 son mas sencillas, rapidas y menos costosas que la RT-qPCR (76).

Las estrategias de prueba que utilizan pruebas rapidas de antigenos para detectar la infeccion
actual tienen el potencial de aumentar el acceso a las pruebas, acelerar la deteccion de la
infeccion e informar las decisiones de gestion clinica y de salud publica para reducir la

transmision (78).

La PDR-Ag, cuando se utilizan adecuadamente, son herramientas prometedoras para ampliar
la realizacion de pruebas y garantizar que se puedan aplicar sin demora las medidas de gestion

de los pacientes y de salud publica (79).

4.5.2 Vacunas de COVID-19

Desde la primera aplicacion exitosa del dcido ribonucleico mensajero (ARNm) como agente
de vacuna en un estudio preclinico hace casi 30 afios, se han logrado numerosos avances en

el campo de las tecnologias terapéuticas del ARNm (80).

Las vacunas de ARNm contra la COVID-19 representan una nueva clase de productos de
vacunas, que consisten en cadenas sintéticas de ARNm que codifican la glicoproteina Spike
del SARS-CoV-2, empaquetadas en nanoparticulas lipidicas para administrar el ARNm a las

células (81).

Debido al escape de antigenos causado por la mutacion de las variantes, la eficacia de las
vacunas, que actualmente son el principal medio de prevencién y tratamiento, se ha visto

afectada en diversos grados (82).
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Estas vacunas pueden proteger a los receptores de una infecciéon por SARS-CoV-2 mediante
la formacion de anticuerpos y proporcionar inmunidad contra una infeccion por SARS-CoV-

2 (83).

Las reacciones adversas consistieron en dolor transitorio en el lugar de la inyeccion, dolor de

cabeza, dolor muscular, fatiga, fiebre y escalofrios (84).

4.6 SARS-CoV-2:

El SARS-CoV-2 es el séptimo coronavirus conocido que infecta a los humanos, y junto con
el sindrome respiratorio agudo severo (SARS) y el sindrome respiratorio de Oriente Medio

(MERS), los tinicos que causan enfermedades graves (85).

Perteneciente a la subfamilia Orthocoronavirinae con el genoma de ARN mads grande,
codifica un total de 29 proteinas. Estas proteinas no estructurales, estructurales y accesorias
participan en la entrada a las células huésped, la replicacion y transcripcion del genoma vy el

ensamblaje y liberacion viral (86).

La tasa de mutacion es alta entre los virus de ARN y, en particular, la replicacién del
coronavirus es propensa a errores con una tasa de mutacion estimada de 4x10-4 sustituciones

de nucleotidos por sitio por afo (87).

El genoma viral contiene cuatro proteinas estructurales principales: la spike (S), la membrana
(M), la envoltura (E) y la proteina de la nucleocapside (N) codificada dentro del extremo 3'
del genoma (88).

Las caracteristicas principales del SARS-CoV-2

1. Virus envuelto: tiene una membrana lipidica que lo rodea, derivada de la célula huésped,

que es crucial para su estructura y funcién (89). Es un virus de ARN envuelto de cadena
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positiva con un genoma de ARN monocatenario de aproximadamente 30,000
nucledtidos. El genoma del SARS-CoV-2 codifica 29 proteinas, incluidas 16 proteinas
no estructurales, 4 estructurales y 9 accesorias (90).

2. Genoma de ARN monocatenario positivo: Indica que el material genético del virus esta
compuesto por ARN de una sola hebra, y esta hebra es directamente utilizada como ARN
mensajero para la traduccion de proteinas virales (91).

3. Se une a la enzima convertidora de angiotensina (ACE2): El SARS-CoV-2 utiliza la
proteina ACE2, que se encuentra en la superficie de algunas células humanas, como

receptor para ingresar y infectar las células del sistema respiratorio, entre otras (92).

4.7 Proteina Spike (S)

Los coronavirus se distinguen por una proteina spike (S) con forma de clavo, que desempetia

un papel clave en la patogénesis, la evolucion y la transmision viral (93).

La proteina S tiene un papel importante en la invasion celular de los virus y es el objetivo de

varias vacunas y recursos terapéuticos, como los anticuerpos monoclonales (94).

La proteina S del virus SARS-CoV-2 es una proteina de la envoltura responsable de la union
al receptor ACE2, lo que impulsa la posterior entrada en las células huésped. La existencia
de multiples enlaces disulfuro en la proteina S la hace potencialmente susceptible a la

escision reductora (95).

Primero se une a un receptor en la superficie de la célula huésped a través de su subunidad

S1 y luego fusiona las membranas virales y del huésped a través de su subunidad S2 (96).

El SARS-CoV-2 induce sincitios cuando la proteina S en la superficie de una célula infectada

interactua con los receptores en las células vecinas (97).

La proteina S guia al virus para que se adhiera a la célula huésped. La proteina S de la espiga
contiene un dominio de unién al receptor (RBD), un dominio de fusién y un dominio
transmembrana. E1 RBD de la proteina S de la espiga se une a la enzima convertidora de

angiotensina 2 (ACE2) para iniciar la entrada celular (98).
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Los anticuerpos neutralizantes que se dirigen a cuatro regiones clave dentro de la proteina S
del SARS-CoV-2, a saber, el dominio N-terminal y el dominio de union al receptor en la
subunidad S1, y la region de la hélice del tallo y la region del péptido de fusion en la

subunidad S2 (99).

Dado que el SARS-CoV-2 utiliza la proteina S para entrar en la célula huésped, es uno de los

objetivos preferidos para elaborar vacunas o terapias contra el SARS-CoV-2(100).

4.8 ACE

La enzima convertidora de angiotensina (ACE) como ACE2 son metaloproteasas con una
alta similitud en su estructura, y desempefan funciones cataliticas esenciales en la regulacion

del sistema renina-angiotensina (RAS) (101).

La ACE es realmente crucial en el proceso de regulacion de la presion arterial, ya que
convierte la angiotensina I en angiotensina I, que es un potente vasoconstrictor y también
degrada la bradicinina, un potente vasodilatador. Esta actividad dual la posiciona como un

regulador clave en la homeostasis cardiovascular (102).

La enzima convertidora de angiotensina 1 (ACE-1), es una proteina integral de membrana,
lo que significa que estd unida a la membrana celular y tiene sus sitios activos orientados
hacia los espacios extracelulares. ACE2 es una peptidasa y ectoenzima dependiente de zinc
que se expresa en varios tipos de células en el cuerpo humano. Funciona contrarrestando la

actividad de la ACE en el sistema renina-angiotensina-aldosterona (103).

ACE2 tiene la capacidad de convertir angiotensina II en angiotensina. Esta conversion tiene
efectos opuestos a los de angiotensina II, como la vasodilatacion y la regulacion de la presion

arterial, entre otros beneficios fisiologicos (104).



31

4.9 ACE2 y SARS-CoV-2

El virus utiliza el receptor ACE2 para ingresar a las células hospedadoras. ACE2, ademas de
su funcion en el sistema renina-angiotensina-aldosterona como contrapeso a la ACE, también

se expresa a lo largo del epitelio alveolar del tracto respiratorio inferior (2).

Esta ubicacion en el tracto respiratorio es particularmente relevante en el contexto de
enfermedades respiratorias, ya que facilita la interaccion del virus con las células pulmonares.
En el caso del SARS-CoV-2, el virus responsable de la COVID-19, la proteina S viral se une

especificamente al receptor ACE2 en las células humanas para iniciar la infeccion (105).

La etapa de invasion del virus SARS-CoV-2, que implica el reconocimiento de la proteina S
por los receptores en las células diana. La proteina S se une principalmente al receptor ACE2,

que actiia como el receptor principal para la entrada del virus en las células humanas (106).

La unién de la proteina S al ACE2 permite que el virus ingrese a las células humanas,
facilitando asi la infeccion por SARS-CoV-2 y la propagacion de la enfermedad COVID-19
(61). Esta dualidad en la funciéon de ACE2 es crucial para comprender como el virus
aprovecha una via celular esencial para su entrada y replicacion, al tiempo que puede tener
implicaciones en la fisiopatologia de la enfermedad y enfoques terapéuticos potenciales

(107).

Alteraciones en la produccion o funcionamiento de ACE2 pueden tener consecuencias
significativas para la salud cardiovascular. Por ejemplo, la disminuciéon de ACE2 podria
contribuir a la disfuncién endotelial, la hipertension y la aterosclerosis, que es un proceso

relacionado con la acumulacion de placa en las arterias (108).



5. METODOS

Universo de estudio

Adultos jovenes entre 18 — 24 afios de edad sin distincion de género.

Tamano de muestra

- N= 20 terceros molares.

Criterios de inclusion

- Terceros molares superiores o inferiores erupcionados.

Criterios de exclusion

- Terceros molares seccionados o fracturados.

- Terceros molares con caries.

5.1 Seleccion de pacientes

32

Los donadores se reclutaron del posgrado de Odontologia Avanzada de la UANL mediante

historias clinicas. Se obtuvieron 20 terceros molares extraidos de pacientes con edades

comprendidas entre los 18 y 24 afios. El protocolo se aprobo por el Comité de Etica de la

Facultad. Se obtuvo el consentimiento informado de los pacientes que cumplieron con los

criterios para la donacion de o6rganos dentarios.
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5.2 Obtencion de piezas dentales

Se realizé un protocolo modificado para asegurar la vitalidad y 6ptimas condiciones del tejido
pulpar. Inicialmente, se indic6 a los donadores el uso de un colutorio bucal de clorhexidina
al 0.12% durante una semana antes de la cita, con el objetivo de reducir la carga bacteriana

y prevenir la contaminacion de los tejidos periapicales después de la extraccion dental.

Una vez completado el periodo de profilaxis, se procedio6 a realizar las extracciones de los
terceros molares. Se aplicd benzocaina en gel al 20% en el sitio de la puncidn, seguida de la
infiltracion con anestesia Scandonest 2% especial solucion inyectable (equivalente a 36

mg/0.018 mL).

El procedimiento se llevd a cabo de manera atraumadtica y en el menor tiempo posible para
garantizar la integridad del tejido dental y pulpar. Se utilizé un instrumento quirtrgico tipo
Hollenback para la debridacion del tejido blando. Posteriormente, las piezas dentales fueron

luxadas con elevadores rectos de hoja estrecha y ancha.

5.3 Transporte de piezas dentales

Las piezas dentales se lavaron con buffer de fosfatos 1X (PBS) y luego se colocaron en una
solucion de transporte compuesta por PBS, penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 pg/mL

y anfotericina B 0.25 pg/mL (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

5.4 Obtencion de pulpa dental

Se obtuvieron muestras de pulpa dental de 20 terceros molares humanos extraidos de
pacientes sanos por razones de ortodoncia. Finalmente, se incluy6 en el estudio inicamente
el tejido del paciente mas joven, de 18 afios. Una vez en el laboratorio, la pulpa dental de los
terceros molares fue extraida mediante odontoseccion selectiva a nivel del cuello anatomico.
Posteriormente, las muestras obtenidas fueron colocadas en tubos Eppendorf de 1.5 ml con
1 ml de soluciéon de transporte. Las muestras fueron etiquetadas y almacenadas en

refrigeracion a 4°C.
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5.5 Disgregacion de tejido pulpar

El tejido pulpar obtenido se coloc6 en una solucion de 3 mg/ml de colagenasa tipo 1 y 4
mg/ml de dispasa (Sigma-Aldrich) durante 30 minutos a 37°C en bafio Maria. Después del
tiempo de digestion enzimadtica, la muestra se lavd tres veces con PBS 1X mediante
centrifugacion a 1200 rpm durante 10 minutos. Finalmente, el boton celular fue resuspendido

y filtrado a través de una malla de nylon de 70 pm (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

Figura 2. Tubo eppendorf'y centrifuga MiniSpin.

5.6 Cultivo celular

La suspension celular fue centrifugada a 1200 rpm durante 10 minutos realizando 2 lavados
con PBS. Posteriormente se suspendieron en Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM-
F12) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) (Gibco-Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100 4g/mL de estreptomicina y 0.25
4g/mL de anfotericina B (Sigma-Aldrich). Las células fueron cultivadas a 37 °C en una

atmosfera con 95% de humedad y 5% de CO2 durante 3 semanas.
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Figura 3. Frasco de cultivo e incubadora de CO2.

5.7 Microscopia de contraste de fases

Se obtuvieron las células previamente cultivadas y se colocaron en placas de cultivo de 24
pozos. Las células fueron cultivadas a 37 °C en una atmosfera con 95% de humedad y 5% de
CO2 durante 2 semanas en la placa. Se observo la presencia de las DPSCs asi como su

morfologia mediante microscopia de contraste de fases.

Figura 4. Caja de 24 pozos esteril.



Figura 6. Microscopia de contraste de fases y EvosFLoid
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5.8 Microscopia de fluorescencia

A continuacion, las células fueron incubadas con el anticuerpo monoclonal primario ACE2
anti-humano conjugado con el fluoroforo Alexa-Fluor488 a una concentracion de 2 pg/ml
durante toda la noche. Posteriormente, se incubaron nuevamente las células con la tincidon
nuclear 4',6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI). Finalmente, las células
fueron observadas bajo el microscopio de fluorescencia EvosFLoid para deteccion de la

expresion del anticuerpo a una longitud de onda de 488 nm.

-
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Figura 8. Microscopia por fluorescencia.
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6.RESULTADOS

6.1 Aislamiento y cultivo de DPSCs

Las células obtenidas de los terceros molares humanos mostraron caracteristicas adherentes
al frasco de cultivo realizando un crecimiento constante durante 3 semanas alcanzando una

confluencia celular del 100%.

Se observo en estas células una morfologia homogénea de manera general caracterizada por
ser espigadas, alargadas en forma de huso y con un nucleo central ovalado agrupandose en

colonias (CFU-F), caracteristicas fundamentales que muestran las MSCs.

A los 7 dias se observo una confluencia celular del 50% de la capacidad del frasco. Se observo
que las células adheridas presentaban morfologias alargadas fibroblasticas en forma de huso

con nucleos centrales ovalados.

Figura 9. DPSCs a los 7 dias de incubacion.
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Al término de la segunda semana se pudo observar en el microscopio de contraste de fases
una confluencia del 100% del frasco dandonos morfologias de las células alargadas

fibroblasticas en forma de huso con nucleos centrales ovalados.

Figura 10. DPSCs a los 14 dias de incubacion.



40

6.2 Expresion de ACE2 sobre DPSCs

La inmunocitoquimica realizada para deteccion del receptor ACE2 mostr6 células positivas
al marcador en contraste con el grupo control donde no se evidencio fluorescencia (control

negativo).

Figura 11. Control negativo.

Figura 12. DPSCs con expresion positiva de ACE2.
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7. DISCUSION

Matsui et al., sugieren el uso de CD146 + DPSCs en la terapia regenerativa de la pulpa dental.
(109). De igual manera Ma L et al., confirma que el CD146 es una molécula de superficie
funcional para evaluar la potencia de las DPSCs (110). Coincidiendo con estos autores en
nuestro estudio el marcador endotelial CD 146 fue positivo en las DPSCs aisladas y cultivadas

para nuestro estudio.

En un estudio realizado por Stevens JP et al., se encontrd que la expresion del receptor ACE2
fue positivo en tejido hepatico evaluando por inmunofluorescencia, resultando en una
expresion positiva del marcador ACE2 en todo el tejido hepatico, pero especificamente alto
en la membrana de los colangiocitos (111). En otros estudios liderados por Cosuelo-Seijas
M et al, se encontré que en las células grasas epicardicas expresaron niveles mas altos de
ACE2 en comparacion con las células grasas subcutdneas, lo que se ve potenciado por la
presencia de diabetes y obesidad en pacientes con enfermedad cardiovascular (112). De igual
manera en otro estudio dirigido por Kaur N et al., donde la expresion de ACE2 en pacientes
con microocardiopatias en el corazoén fue positiva y sobreexpresada este receptor
relacionandose directamente con mayor tasa de mortalidad (113). En acuerdo con lo anterior

en nuestro estudio se identificd el marcador ACE2 en la superficie celular de las DPSCs.

Contrastando con estos resultados positivos se han realizado pruebas de la expresion del
ACE2 en la conjuntiva unicamente en este caso dio una expresion negativa dando como
resultado que la conjuntiva sea un medio poco probable de infeccion (114). También se ha
estudiado la expresion del receptor ACE2 en personas con enfermedad inflamatoria

intestinal, pero también se ha encontrado que el receptor es bajo en el ileon y el colon (115).

En un estudio realizado por Soni S et al., se encontr6 que la expresion del receptor ACE2
demuestra un gradiente significativo entre el tracto respiratorio superior e inferior en
humanos y es escasa en el pulmon. Este patron de expresion de ACE2 respalda la nocion de
que el epitelio sinonasal es el principal sitio de entrada del SARS-CoV-2 (116). En un grupo

de estudio lidereado por Hou YJ et al., encontraron de igual manera mediante el mapeo in



42

situ de ARN de alta sensibilidad y este revelo la expresion mas alta de ACE2 en la nariz con
una expresion decreciente en todo el tracto respiratorio inferior, paralela a un sorprendente
gradiente de infeccion por SARS-CoV-2 en cultivos epiteliales pulmonares proximales (alto)
versus distales (bajo) (117). De igual manera Xu H et al., ha publicado una investigacion
donde obtuvo resultados que demostraron que ACE2 se expresa en la mucosa de la cavidad
oral. Curiosamente, este receptor se encontraba en gran cantidad en las células epiteliales de
la lengua (118), al igual que en el estudio de Tamiya J et al., donde se encontr6 que el epitelio
mucoso de la lengua coexpres6 ACE2 y TMPRSS2 de manera constante en todas las
muestras en el epitelio (119). Song J et al., encontrd la expresion positiva de ACE2 en las
glandulas salivales especulando la posible entrada del COVID-19 por las glandulas salivales

(120).

De manera preliminar, estos hallazgos han explicado el mecanismo bésico por el cual la
cavidad oral presenta un riesgo potencialmente alto de susceptibilidad a la infeccion por
COVID-19 y han proporcionado una prueba para la futura estrategia de prevencion en la
préctica clinica dental, asi como en la vida diaria. Debido a nuestro resultado positivo de la
expresion del ACE2 en DPSCs se podria sugerir que las DPSCs podrian ser una via de acceso

del virus debido a la proximidad al tracto respiratorio superior e inferior con la cavidad oral.
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8. CONCLUSIONES

El aislamiento y cultivo de DPSCs derivadas de terceros molares es posible utilizando

un protocolo de disociacion enzimatica.

Las células al presentar morfologias alargadas fibroblasticas en forma de huso con

nucleos centrales ovalados y se concluye que pertenecen a un linaje mesenquimal.

Las DPSCs al expresar de manera positiva el receptor ACE2 son una probable

ventana de entrada del virus COVID-19 en humanos.
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