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He pensado mucho sobre lo que deberia escribir para dejar una
constancia de mi paso por esta casa de estudios, siempre quise dejar
algin vestigio por el cual pudieran recordarme, por el cual ser
memorable, pero el tiempo pasaba y vefa cada vez mas lejana esa
posibilidad. Las clinicas se dilufan una con otra y rapidamente daban
paso a los semestres sin que yo encontrara un motivo de inspiracién
dentro de la carrera —tenfa muy clara mi meta, siempre la tuve clara,
esa no era mi preocupacion—. Mis desvelos se debian a la falta de
interés en cada materia, en cada trabajo, era como si fuera un
autémata, un cascarén vacio que seguia Ordenes —"bisela la
terminaciéon”, “amplia esa cavidad”, “atn tienes que pulir mas”—.
Cada orden ejecutada con presteza y sin alma. Hasta que ese
momento anhelado llegé.

Me encontraba a inicios de octavo semestre, mi Gltima oportunidad
para probarme se acercaba; ya habfa acabado practicamente la carrera
y atn no encontraba mi motivacién, la ilusién de haber entrado a la
UNAM se difuminaba como el agua del aspersor de la clinica.

Integral, “Maxilo”, Oclusién, Organizacién, una materia tras otra y
parecia otro semestre més, era el tltimo. La siguiente materia que
tendria seria “Estoma”, una materia de la cual habia intentado
escapar pues la doctora titular tenfa fama de ser muy estricta, habfa
tenido algunos encuentros con ella durante otras clinicas, la mayorfa
no eran agradables. La doctora buscaba la perteccién hasta en el més
minimo detalle, aumentado la atencién que ponfa a cada parte de tu
persona, un error, una pequefia falla enfrente de ella podia costarte la
clinica, y aun asf, a pesar de todos mis intentos terminé en clase con
ella.

Entrando al aula habfa tres doctores, uno mas de los que esperaba y
tras terminar las presentaciones todo siguid igual; no habfa cambios



en los requisitos de la materia, el nuevo doctor en la curricula no
habfa pedido nada. La exposicién, los exdmenes y los pacientes
sistémicamente comprometidos segufan siendo parte de la evaluacién

La semana de 1nicio de semestre sigui6 su curso, la feroz batalla por
conseguir paclentes tenfa lugar, las listas se cambiaban
misteriosamente, los pacientes que llegaban a la clinica encontraban
a “sus doctores” incluso antes de pasar por los colegas de servicio
social; se libraba una competencia de resistencia para ver quién
lograba estar més tiempo en la clinica para recibir aquellos pacientes
que querfan que se les asignara un doctor ese dia, logrando asf
brincar a algunos de los comparieros en las listas.

Fue entonces que gracias a la intervencién de Santa Apolonia o por
azares del destino, un dfa platicando con una amiga, llegé Brisa una
adolescente con dolor dental, varios de mis comparieros la habfan
rechazado pues s6lo necesitaba “resinas y limpieza”, cosas que no
contaban mucho para la clinica de integral. Mi compafiera y yo
habfamos decidido que cada tratamiento contaba y que no
rechazarfamos a ninguno por insignificante que este fuera.

Para evitar utilizar el tiempo de la clinica de integral, decidf realizar
su expediente clinico en “Estoma”, otra historia mas. Hartos hasta el
cansancio de hacer en cada clinica el largo interrogatorio, para octavo
semestre cada alumno es especialista en burlar a cada doctor que
revisara el expediente con respuestas sagaces a las omisiones en el
mismo. La ficha de identificacién, antecedentes, y la gran pregunta:

— J¢Alguna otra enfermedad que no esté en esta lista?
—Si, Anemia de Fanconni.

Estas cuatro palabras cayeron como una bomba en mi cerebro, podfa
ver a mis neuronas haciendo sinapsis preguntdndose entre ellas si
alguna recordaba anteriormente esta enfermedad; las clases y todo lo



que habfa leido pasaban como una lista intentando buscar la
informacién, incluso las infografias y videos de facebook hicieron su
aparicién, pero no, todo fue en vano. Manejé las palabras por
separado: “Anemia”, eso era facil, eso si sabfa que era, tendria que
poner atencién al sistema cardiovascular, investigar bien el tipo de
alimentacién, jpero Fanconni?, ni siquiera sabfa escribirlo.

—Disculpe, la verdad nunca habfia escuchado de esa enfermedad, la
investigaré y la préoxima cita le haré mas preguntas sobre ella, por lo
pronto seguiremos con la historia clinica...

M1 tiempo de clinica se acababa y yo no podia terminar el expediente,

sabfa que debfa estar con pies de plomo, la paciente tenia una
enfermedad de la cual yo no habfa escuchado hablar nunca y no tenfa
conexién de internet en mi teléfono para salir del apuro; mi
compafiera comenz4 a recoger el instrumental, era la sefial que
habfamos acordado para cuando llegara el paciente de la otra.

Ahi comenz6 todo, esas palabras mostraron un camino diferente que
se encontraba al alcance de mis dedos, cobré conciencia de que hay
muchas enfermedades que son desconocidas para la mayoria de la
poblacién, de igual manera aunque la informacién estd a nuestro
alcance, si no sabes cémo buscar o sin la gufa adecuada, es muy dificil
acceder a ella.

El semestre marché con celeridad, pero habfa un cambio en el
ambiente, la clinica ya no me parecfa tan vacfa, esperaba alegremente
a que llegaran mis pacientes y los doctores a los cuales no les pedia
que me revisaran anteriormente comenzaron a parecerme mé4s
accesibles, mds humanos. La enfermedad genética que mi paciente
presentaba me demostré6 que no habfa personas completamente
sanas, todos tenemos algo que reportar, cada parte de nuestro cuerpo
es una compleja sinfonfa que contiene tonos dulces escondidos tras
los graves y bajos, cada parte de nosotros esta descrita a la perfeccién



en nuestro cédigo genético, y la clinica me abrié la posibilidad de
dedicarme a estudiar esta rama de la ciencia.

Encontré mi vocacién cuando esa pequefia Brisa trajo consigo un
cambio de aires en la clinica, el cambio realmente se dio en mi
corazon, por fin encontré esa parte que me hacfa falta. Brisa cambi6
la forma de ver mi carrera, recuperé la sensacién de gozo que se
experimenta al extraer tu primer diente, mis manos ya no tiemblan
como la primera vez que anestesié a uno de mis comparieros, pero ese
sentimiento de triunfo cuando sabes que lo has hecho bien me
acompafa cada dia del servicio social.

A quién llegue a leer este fragmento de mi vida, quiero decirle que
no me arrepliento de nada, que la carrera puede abrumar en ocasiones,
que hay dfas en los que llegarés tan cansado a casa de todas las cosas
que has tenido que cargar, que no querrds hacer nada mas, que es
frustrante que la calificacién dependa de si tu paciente llega o no,
pero la carrera es maravillosa y tarde o temprano encontrarés el
camino que quieres recorrer, es una vocacién tan noble y con tantas
posibilidades para crecer que puede llegar a ser intimidante, pero la
sonrisa de satistaccion de un paciente cuando terminas el tratamiento
es lo més reconfortante que puedes ver, el abrazo de tu paciente de
odontopediatria al despedirse es el mas cdlido de todos y no hay nada
que se pueda comparar a las lagrimas de felicidad en los ojos de tu
paciente de “Prosto”.

No te rindas, lucha, cree, y sigue adelante, porque asi se disfruta la
vida.
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A lo largo de la historia, la sociedad ha buscado distintas formas para
mejorar la calidad de vida y la salud de aquellas personas que
presentan algin sindrome. En el particular de este trabajo se
abordaré uno de los que mas prevalencia tienen en nuestro pafs, el
sindrome de Down, esta afeccién en especial ha sido ampliamente
estudiada pues produce considerables complicaciones tanto a los
portadores de ella, como a sus familiares.

En 20138, investigadores de la Universidad de Massachusetts-
Worcester, realizaron avances en el campo de la terapia génica,
logrando suprimir el defecto génico que causa la trisomia 21 en
células troncales obtenidas a partir de fibroblastos. Por medio de
enzimas de restricciéon llamadas nucleasas de dedos de zinc se logré
imitar el mecanismo XIST con el cual se inactiva el gen 21. Usando
la edicién del genoma con nucleasas de dedos de zinc dirigieron un
transgén XIST en el locus DYRK1A del cromosoma 21 dentro de
1PS de sindrome de Down. E1 ARN XIST recubre el cromosoma 21
y desencadena modificaciones de heterocromatina estable, el
silenciamiento transcripcional de todo el cromosoma y la metilacién
del ADN para formar un "corpusculo de Barr de cromosoma 21",
Esto proporciona un modelo para estudiar la inactivacién
cromosémica humana, creando un sistema para investigar los
cambios en la expresién genémica y las patologfas celulares de la
trisomia 21, libres de ruido genético y epigenético.

La pulpa dental como fuente de células troncales fue descrita por
primera vez en el 2000 por Gronthos y ha demostrado su eficacia en
la ingenierfa tisular al ser las células mesenquimales orales mas
utilizadas. A pesar de esto, este nicho se encuentra ain sin explorar



en los pacientes con sindrome de Down, esto debido a la tlora bucal
que se encuentra comprometida al tener una higiene oral deficiente,
la cual es aprovechada por microorganismos oportunistas como la
Cdndida Albicans, o los Estreptococcus sin mencionar a Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola y Tannerella forsythia que han
mostrado ser significativamente mas prevalentes en sujetos con
sindrome de Down.
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Esta investigacién tiene como objetivo principal determinar si las
células mesenquimales presentes en la pulpa dental de dientes
temporales de pacientes con sindrome de Down pueden ser
consideradas como una fuente viable sobre la cual realizar estudios
de cardcter genético, brindando asf un nicho celular de obtencién
menormente invasiva en comparacién con un aspirado de médula
6sea.

Actualmente no se ha registrado ningtn articulo que hable de la
obtencién de estas células o su viabilidad, haciendo de este trabajo
una investigacién innovadora, en un campo de la ciencia que poco a
poco ha ido creciendo, como lo es la terapia cromosémica. De
lograrse la obtencién de estas células, se estarfa facilitando la
realizacién de estudios genéticos en sectores vulnerables de la
poblacién.

Una de las grandes ventajas para el uso de este tipo de células es su
tacil obtencién ya que esta puede darse durante una consulta de
rutina mediante una pequefa cirugfa ambulatoria no incapacitante.
Esto ultimo representa una mejoria con respecto a las otras fuentes
de obtencidn pues los pacientes que por los sintomas que caracterizan
este sindrome se ven incapacitados en la mayoria de los casos para
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una cirugfa mayor.




Objetivos

Objetivo general.

Realizar cultivo de pulpa dental de dientes temporales de pacientes
con sindrome de Down.

Objetivos especificos.

e Obtener dientes temporales de sujetos con sindrome de Down

e Realizar limpieza y preparacién de los dientes temporales

obtenidos

e Obtener tejido pulpar de dientes temporales de sujetos con

sindrome de Down.
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El desarrollo de la vida siempre se ha caracterizado por hallarse en
constante cambio, como parte de los mismos nos encontramos con
diversas mutaciones que han descubierto diferentes formas de
expresién, como por ejemplo aquellas que se han expresado por
medio de las denominadas enfermedades raras.

El término de enfermedades raras fue usado por primera vez a
mediados de la década de los afios 80 en Estados Unidos (Posada,
2008), estas enfermedades son aquellas que tienen una baja incidencia
en la poblacién de cada lugar y estdn caracterizadas por el gran
ntmero de signos y amplia diversidad de desérdenes en los sintomas
que varian no s6lo de una enfermedad a otra, si no también varian
dentro de los sujetos que presentan la misma enfermedad. Si bien,
todos los desérdenes genéticos son enfermedades raras, este no es el
Gnico origen, también, nos encontramos que pueden desarrollarse
por infecciones o enfermedades autoinmunes (Orphanet, 2012).

Casl todos los 6rganos se van a ver comprometidos por una de las
mas de 7.000 enfermedades reconocidas y su agrupacién es compleja,
encontrando enfermedades de baja prevalencia a lo largo de todos los
tipos de enfermedades, incluido el céncer y las enfermedades
infecciosas. No obstante, la variabilidad geografica de las
enfermedades 1infecciosas, claramente relacionadas con factores
histéricos, sociales y ambientales, muestran la paradoja de que
algunas de ellas son muy frecuentes en paises del tercer mundo
mientras que son de baja frecuencia para paises desarrollados
(Posada, 2008).

Las enfermedades raras son afecciones con una alta tasa de
mortalidad pero de baja prevalencia. Por lo general, tienen una



evolucién crénica muy severa, con multiples deficiencias motoras,
sensoriales y cognitivas y por lo tanto suelen presentar un alto nivel
de complejidad clinica que dificultan su diagnéstico y reconocimiento
(Posada, 2008), algunas de estas enfermedades se presentan al
momento de la adolescencia como lo son Huntington (Ramalle-
Goémara, 2007) o la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, pero la
mayoria de estas enfermedades son identificadas desde el nacimiento
o la infancia y dentro de estas encontramos la osteogénesis
impertfecta o los sindromes. (Orphanet, 2012)

Un sindrome es un padecimiento caracterizado por una serie de
signos y sintomas que se dan en conjunto formando un cuadro clinico
determinado (RAE, 2017). A menudo estos sindromes generan
discapacidades que refuerzan la sensacién de aislamiento y pueden
ser una fuente de discriminacién, reduciendo las oportunidades
educativas, profesionales y sociales. Por lo general son personas
dependientes de sus familias y con calidad de vida reducida (Gaite,
2005). Estos sindromes pueden ser detectados durante la infancia o
la adolescencia como es el caso del sindrome de Tourette o al
momento del nacimiento como el sindrome de Down.

El sindrome de Down, es una condicién genética que ha afectado de
manera econémica y social a un gran nimero de personas en el
mundo. Esta condicién genética fue descrita por primera vez en 1846
como “idiocia furtfurdcea” por Scheerenberger (Reyes, 2009) quien
describe el aspecto de una paciente con sindrome de Down. En 1866
Langdon Down, médico inglés y superintendente del asilo
Earlswood, registr6 bajo el nombre de mongolismo sus observaciones
del parecido fisico entre varios de sus pacientes que posefan retraso
mental, describiéndolos con un rostro ancho y plano, una lengua
gruesa, hariz pequefia, ojos en forma ovalada y con pelo escaso, liso
y oscuro, también hablé sobre un poderoso don de imitacién (Down,
1990), aunque sus observaciones no son muy exactas, a Down se le
atribuye la descripcién de este sindrome, influido por las ideas del



Darwinismo él pensaba que esta condicién era un retroceso evolutivo
hacia un tipo racial primitivo (ASALSIDO, 2005) clasificdndola en
diversos tipos de idiocia mongdlica, tales como etiope, malayo e
indoamericano. Down crefa también que diversas enfermedades de
los padres como la tuberculosis podian romper la “barrera de las
razas” durante el embarazo y permitir que padres europeos tengan
hijos orientales, a él le atribuimos la descripcién fisica de los
pacientes con el sindrome que lleva su nombre.

Tlustracton 1. "La
Virgen vy el Nijio"
Andrea Mantegna

Tlustracion

2.

Adoracion  del
Jesis" Autor desconocido

"La
Niiio

A pesar de que se le atribuye la descripcion del sindrome de Down a
Langdon Down, este no es el primer vestigio que se tiene de esta
condicién genética. El primer vestigio del que se tiene conocimiento
es un craneo sajon que remonta al siglo VII (ASALSIDO, 2005); las
artes también nos dan ejemplos como es el caso de “La Virgen y el
Nifio” de Andrea Mantegna (1430-1506), en la imagen se puede
observar a un nifio que muestra las caracteristicas fisicas de un
paciente con trisomfa 21 (Ilustracién 1).

Otro retrato en donde se encuentran rostros que aparentan ser
personas con sindrome de Down es “La Adoracién del Nifo Jesus”
que es de autor desconocido discipulo de Jan Joest (1455-1519), en
la pintura podemos observar a un pastor y un dngel con aparente
sindrome de Down (Ilustracién 2).




La descripcién que Down habia hecho fue valida durante una década
hasta que en 1876 Frasier y Mitchell los llamaron idiotas de Kalmuck.
Ellos aportaron el primer informe cientifico sobre el sindrome, en
una reunién mantenida en Edimburgo cuando Mitchell presenté
observaciones sobre 62 personas que tenfan sindrome de Down.

En 1877, William Ireland incluyé en su libro “Idiocy and Imbecility’
(pp-86-42), a los enfermos con Sindrome de Down como un tipo
especial.

Shuttleworth (1886, pp.661-665) declaré que estos niflos estaban “sin
acabar...” y que “su aspecto peculiar era, en realidad, el de una fase
de la vida fetal”! destacando que la edad de la madre era un factor de
importancia y que el sindrome era una consecuencia de un
decaimiento de la capacidad reproductiva de las personas.

En 1896 Smith (pp.315-320) describié la mano de una persona con
sindrome de Down e hizo notar la curvatura del mefiique.

En la década de 1980 Waadenburg y Penrose afirmaron que el
sindrome se debfa a alguna anormalidad cromosémica pero no
pudieron demostrarlo hasta que en 1956 Jerome Lejuene demostrara
la existencia de material genético extra en el cromosoma 21 (Chévez,
2014). Esto se determin6 mediante el andlisis del cariotipo de nifios
con sindrome de Down en fibroblastos humanos cultivados y se
estableci6 asf el origen genético. Poco tiempo después se identifico
que el cromosoma adicional, pequefio y acrocéntrico, correspondia al
par 21, ubicado en el grupo G, segtn la clasificacién del cariotipo
humano de Denver (Lépez, 2000).

! Traduccién de la cita por la autora, (Shuttleworth, 1886)



Este sindrome es una condicién genética que afecta a muchas familias
de nuestro pafs, un caso por cada 650 nacimientos, la mayoria de los
casos donde se presentan estos pacientes no cuentan con los recursos
necesarios para solventar sus necesidades (Sierra, 2014).

La trisomia 21 o sindrome de Down es la causa més comun de
discapacidad intelectual. Es generada por la aparicién de tres copias
en lugar de dos del par cromosémico 21, anomalfa cromosémica en
la cual se presentan 47 cromosomas en lugar de 46, resultando en la
manifestacion fenotipica propia del sindrome de Down. En el 99% de
los casos, el sindrome de Down estd asociado a una trisomia 21
(HSA21)?, pero también se puede dar por otro tipo de trisomias de
este cromosoma (Nadal, 2001).

Otras probables etiologias son: cuando en las familias ya se posee un
caracter aislado de este sindrome, alteraciones en los tres primeros
meses de gestacién como infecciones, crisis morales o psiquicas. Hoy
se conocen tres tipos de trisomia 21: por error de distribucién de
material genético, por mosaicismo, (algunas células serén deficientes
y otras normales) y otros por aportes genéticos de los padres. El
sindrome de Down ha sido ademds la primera cromosomopatia
descubierta, es la trisomia autosémica mas frecuente.

2 HSA21 terminologfa utilizada para referirse a la localizacién del cromosoma
21 en el cédigo genético. National Human Research Institute. Consultado el
dia 11 de Junio del 2017 del sito
https://www.genome.gov/19517824/learning-about-down-syndrome/



Etiologia y prevalencia en Mexico

Nacidos  Muertes  Total

VIVOS tetales

<15 15 0O 15 65, 874 25 4.392
15-19 279 6 285 1, 615, 207 1.8 5,667
20-24 448 15 463 2, 420, 766 1.9 5,228
25- 29 449 16 465 2, 054, 958 2.3 4,3 14
30.34 505 18 523 1, 321, 909 4.0 2,528
35- 39 728 23 751 621, 402 12.1 827
40- 44 470 2 487 1°36:<1.70 37.4 2677
>45 56 2 58 13, 305 43.6 229
Ausencia 22 % 29 55, 784 - -
de datos

Total 2,972 104 8,076 8, 250, 375 3.7 2, 682

Tabla 1Prevalencia de nactmientos con sindrome de Down por grupos quinquenales
de edad de la madre, México, 2008- 2011



Trisomia simple

Previo a explicar este tipo de trisomia debe conocerse el desarrollo
normal de los 6vulos y los espermatozoides, estos provienen de
células originarias en las que, al dividirse, sus 46 cromosomas se
separan: 23 van a una célula y sus correspondientes parejas se van a
otra por eso cada una tiene 23 cromosomas, en algunos casos se da
un proceso de no disyunciéon o no separacion, esto es cuando la
separacién de las parejas de cromosomas no se realiza correctamente,
dejando los dos cromosomas de la pareja. Cuando esta célula
germinal de 24 cromosomas se una con otra que aportara un total de
23 cromosomas la célula resultante al momento de la concepcion
tendrd 47 cromosomas, y a partir de ella se formarén las demds
células del nuevo organismo y todas ellas poseerdan 47 cromosomas
(FCSD, 1996).

La no disyuncién se da con mayor frecuencia en las células
germinales femeninas que en las masculinas, de forma que la trisomfa
es principalmente de origen materno (Antonarakis, et.al., 1992).

Hlustracion 1. No disyuncion.
Imagen original.
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Aln no se comprende por qué se produce la no disyuncion, es muy
probable que sea multifactorial, pero al parecer el factor mas
importante es la edad de la madre. Aproximadamente en el 30% de
los casos el cromosoma extra proviene del espermatozoide. Si bien la
participacion del padre en la trisomfa 21 atin no esta bien definida, la
importancia a la edad de la madre se debe a que al nacer una nifia,
todos los 6vulos que pueda llegar a producir ya se encuentran
presentes de forma inmadura, y permanecerdn en ella hasta que el
6vulo sea liberado en su ciclo correspondiente. Esto significa que
permanecera en estado de latencia por un periodo de 20 a 40 afios,
brindando un gran margen de tiempo en el cual se pueda presentar
algtn error (Garcfa, 2009).

El 95% de las personas con sindrome de Down son por causa de una
trisomfa simple (Garcia, 2009).

Las translocaciones suponen la separacién de un fragmento de ADN?
de un cromosoma y su posterior unién a otro cromosoma (Del Abril
et al., 2001). Esto quiere decir que el nimero total de cromosomas
asciende a 46, pero el cromosoma nimero 21 extra va unido a otro
cromosoma, dando un total de tres cromosomas ntimero 21 en cada
célula, la diferencia con lo anterior es que el cromosoma 21 no esta
libre, sino unido a otro cromosoma, generalmente un 14, 21 o 22
(FCSD, 1996), por lo tanto, estas personas presentan dos
cromosomas del par 21 completos més un trozo de un tercer
cromosoma 21 que generalmente se encuentra pegado o adherido a
otro par.

3 ADN 4cido desoxirribonucleico



Se debe a que los padres poseen en las células de su organismo, en
lugar de dos cromosomas 21 completos, un cromosoma 21 completo
mas un trozo de otro cromosoma 21 que se desprendid y adosé a otro
cromosoma.

Cuando se forman las células germinales, la pareja de cromosomas se
separa: una célula se quedard con un cromosoma entero y otra con
uno mixto y el 21 que no tenfa pareja se ird con una de las dos células.
De este modo alguna célula tendré un cromosoma mas un trozo de
21 y un 21 completo con lo cual ya tiene dos elementos 21. Este tipo
de sindrome de Down es aproximadamente un 4% de los casos.

Las translocaciones pueden dividirse en Robertsonianas y no
Robertsonianas. En las primeras existe una fusién de los brazos
largos a nivel del centromero o de los brazos cortos (Nadal, 2000).
Aproximadamente el 50% de las translocaciones Robertsonianas que
aparecen en el sindrome de Down entre el cromosoma 21 y un
cromosoma del grupo D (18, 14 0 15) son de origen familiar (Giraud
& Mattel, 1975).

Las translocaciones no Robertsonianas pueden ser de dos tipos: las
reciprocas o en equilibrio del cromosoma 21 (C21), en las que se
produce un intercambio de material entre el C21 y cualquier otro
cromosoma, autosoma o cromosoma sexual; estas translocaciones
pueden no tener consecuencias fenotipicas. Al transmitir las
translocaciones reciprocas a la descendencia es cuando existe riesgo
de originar un desequilibrio cromosémico (Nadal, 2000).

En una tercera parte aproximadamente de los casos con
translocaciéon, uno de los progenitores es portador de la anomalia. En
este caso, ser portador implica un defecto en la arquitectura
cromosémica, pero no implica presencia de material genético de mas,
es decir, no presenta el sindrome. El portador puede formar gametos
con material genético de mds, lo que originaria la trisomfa uniéndose
con otro gameto normal (FCSD, 1996).



La translocacién trisonémica puede presentarse de forma esporadica,
por ejemplo, cuando no hay evidencia en los padres o hermanos, o
puede ser hereditaria, en cuyo caso uno de los progenitores es
portador. El portador sano de una translocacién tiene 45
cromosomas y se considera equilibrado, ya que todo el complemento
normal de cromosomas se encuentra representado. El cromosoma de
translocacion en el portador puede ser heredado o esporadico. En los
casos hereditarios la madre suele ser la portadora, de un portador
pueden nacer tres tipos de hijos:

o Individuos normales, tanto en sus cromosomas como en sus
caracteristicas morfolégicas (fenotipo).

« Individuos portadores de una translocacién con fenotipo
normal.

« Individuos atectos de sindrome de Down por translocacion.

En el 1% de los pacientes con sindrome de Down hay un cromosoma
21 extra entero en solo una porcién de sus células corporales. Se dice
que estos individuos presentan mosaicismo porque las células de su
cuerpo son como un mosaico formado por piezas diferentes.

En este caso tanto el 6vulo como el espermatozoide constan de un
ntimero normal de cromosomas y la primera célula que se forma de
la fusién de ambos es normal y posee 46 cromosomas. Sin embargo a
lo largo de las primeras divisiones de esa célula y de sus hijas surgen
en alguna de ellas el fenémeno de la no disyuncién de la pareja de
cromosomas 21 de modo que una célula tendra 47 cromosomas, tres
de los cuales seran del par 21. A partir de ahi, todas las células que se
deriven de esa tendrdn 47 cromosomas y las que se deriven de las de



Trisomia por mosaicismo

46 cromosomas seran normales. Dependiendo de cuando haya
aparecido la no disyuncién serd el porcentaje final de células
trisonémicas (FCSD, 1996).

Con relacién al sindrome de Down no importa cudl sea la etiologfa
de esta condicién (trisomia simple, translocacién o mosaicismo) el
responsable de los rasgos fisicos y el rendimiento intelectual siempre
serd el cromosoma 21.

Existirdn en un mismo individuo dos poblaciones celulares, células
con 46 y con 47 cromosomas. Las personas con trisomia parcial
parecen tener un desarrollo no tan afectado como en otras trisomias.
En la no disyuncién mitética el cromosoma extra de una célula se
pierde poco después de la fecundacion un alto porcentaje del
mosaicismo identificado fenotipicamente tiene un origen mitético en
un 20 % de los casos (Nadal, 2000; Richards, 1974). Se debe resaltar
la gran variabilidad del fenotipo en el mosaicismo, que puede ir desde
casos tipicos de sindrome de Down a casos con pequefios
dimorfismos, curiosamente no se han descrito casos de mosaicismo
con defectos cardiacos de naturaleza congénita (Kohn, et. al., 1970).

Ilustracion 2.
Trisomia  por
mosaicismo.

Imagen original




Caracteristicas fisicas de los
pacientes con trisomia 21
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De un paciente a otro hay caracteristicas que no se encuentran
presentes, pero a continuacién describo algunas de las mas comunes:

Cabeza presentan microcefalia con el didmetro anteroposterior
reducido, el crecimiento de los huesos de la parte media de la cara es
menor que un paciente no Down, algunos pacientes presentan
alopecia (areata o totalis).

Orejas presenta microtia con
hélix doblado, la estructuras
del oido se encuentran
alteradas, con conductos
auditivos estrechos, su
implantacién es mas baja y
ligeramente  oblicuas  en
algunos pacientes el 16bulo se
encuentra ausente o fusionado
a la cabeza.

=
llustracion 3. Helix doblado. Foto
Cuello es corto, de apariencia (S¢Sl R =peN0P

fuerte y ancho.

Torax «plede # presentar 2311

costillas a cada lado del térax de las 12 que tenemos presentes,
también pueden presentar diferentes formas: pecho de embudo, es
cuando el esternén tiene una depresién, cuando sobresale se le
denomina pecho de horquilla, los pacientes con dilatacién cardiaca
congénita presentan un térax mas amplio de lado izquierdo. El 40%
de los pacientes con sindrome de Down presentan anomalias
cardiacas (ASALSIDO, 2005), entre las cuales destacan estenosis
pulmonar y comunicacién interventricular®. Dentro del drea del

4 Notas personales de investigacién Abril 2017
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_Caracteristicas fisicas

pecho encontramos los pulmones que también se encuentran
hipoplésicos, algunos sufren de una presién arterial excesiva lo que
aumenta su posibilidad de padecer neumonfa.

Extremidades las extremidades inferiores son visiblemente maés
cortas. Los huesos que

componen la mano son
de un 10 a 30% maés
pequefios comparados
con los pacientes sin
sindrome de Down, los
dedos de las manos son
cortos y anchos, el dedo
mefique presenta una
curvatura. En la mitad
de los pacientes se
alcanza a percibir un
solo pliegue a través de
la  palma (pliegue

simiano). Las  huellas
dactilares también son distintas (ASALSIDO, 2005).

Cara se encuentra presente un aplanamiento facial, eritema facial
continuo, los ojos, la nariz y la boca se encuentran estrechamente
relacionados entre sf con las siguientes caracteristicas:

Ojos: hendiduras palpebrales oblicuas, forma almendrada y
presentan pliegues epicénticos, llegan a presentar hipertelorismo a
consecuencia del puente nasal plano y del marcado pliegue
epicantreal, lo cual da la impresion de que la distancia entre los ojos
es mas amplia, también llegan a presentar hipotelorismo es debida a
la hipoplasia de los huesos correspondientes de la estructura media,
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_Caracteristicas fisicas

en la periferia del iris a menudo se encuentran manchas de Brushfield
que desaparecen al afno de vida (Kim J.H. et. al., 2002). Los defectos
de refraccion, tanto la miopia como la hipermetropia, son frecuentes.
Se calcula que la miopfa afecta al 30-50% de los nifios y la
hipermetropia al 20%. El estrabismo se da aproximadamente en el

49%, el nistagmus en el 35%, y la oclusién del conducto lagrimal en
el 20% (ASALSIDO, 2005).

Nariz: El puente de la nariz ancho y deprimido, conductos nasales
estrechos, por otra parte es ligeramente respingada con los orificios
hacia el frente o hacia arriba, visualmente su nariz es pequefia en
correspondencia con su cara.

Ilustracion 8.
Caracteristicas
faciales  del
sindrome  de

Down. Foto

original

Fundacion
llustracion 7. Manchas de , DUE A.C.

Brushield.
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Afecciones orales en pacientes
con sindrome de Down

Las manifestaciones orales de estos pacientes son variables de
paciente a paciente, al igual que los otros signos antes mencionados.

Lengua presentan macroglosia (verdadera o relativa) lo cual les da
una apariencia de siempre tener la boca abierta, favoreciendo los
habitos de succién digital y respiracién bucal, también se puede
encontrar una lengua geografica y o fisurada creando surcos que
favorecen la colonizacién bacteriana, debido a las irregularidades
anatémicas (Lee S., 2004).

Labios en la mayorfa de los casos el labio inferior se encuentra
evertido a causa del prolapso lingual, creando a su vez fisuras labiales
y queilitis angular.

Alteraciones estructurales como
se menciond anteriormente, estos
pacientes son  propensos a
desarrollar habitos inadecuados lo
que impacta directamente en el
desarrollo del paladar,
provocando que este colapse y
tome una forma ojival, evitando el

Llustracion 9. Respirador bucal, : :
B I e desarrollo normal del tercio medio

facial Foto  original de la cara. Estos pacientes
Fundacion DUE A.C presentan mordida abierta
anterior, protrusién mandibular,

oclusién clase I11.

Alteraciones dentales presentan alteraciones de nimero y forma de los
dientes, como lo son agenesias o supernumerarios, microdoncias,
taurodontismo, hipoplasia en el esmalte. También se ve alterada la
erupcién dentaria, esta generalmente se encuentra retrasada (Lee S,,
2004).
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Afecciones orales

Respiracion bucal ademés de lo previamente explicado, la respiracién
bucal produce resequedad en las mucosas, favoreciendo las
infecciones por gérmenes oportunistas y la estomatitis, asi como un
incremento en la aparicion de lesiones cariosas, enfermedad
periodontal e infecciones por hongos.

Saliva los pacientes con sindrome de
Down presentan un aumento en el pH
salival, asi como un aumento en el
contenido de sodio, calcio, 4cido arico

y bicarbonato, con una velocidad de L
secrecién disminuida (Reuland, 2001).
Periodonto la enfermedad periodontal '
Ilustracion 10.
Alteraciones dentales. Foto
original Fundacion DUE
A.C.

en pacientes con sindrome de Down se
caracteriza por ser de una progresién
rpida y severa. Los diversos factores

anteriormente explicados se ven
potenciados por el aumento en el
ntimero de microorganismos presentes en la flora bucal como la
Candida Albicans, o los Estreptococcus sin mencionar a
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola y Tannerella
forsythia que han mostrado ser significativamente mas prevalentes
en sujetos con sindrome de Down (Culebras, et. al., 2012).

Control muscular un alto porcentaje de pacientes con sindrome de
Down presentan un pobre control de la musculatura orofacial
dificultando procesos como habla, masticacién o la higiene (Lee S,
2004).
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De todas las caracteristicas que suelen aparecer en las personas con
sindrome de Down, se puede decir que la afeccién en el cerebro, que
ocasiona discapacidad intelectual, es la que esté presente en todos los
casos junto con la presencia de modificaciones neuropatolégicas
similares a las de la enfermedad de Alzheimer (Dierssen et al., 2003).
Las caracteristicas méds comunes en estos pacientes son (ASALSIDO,
2005):

. Trastornos afectivos depresion.

. Trastornos psicoticos manfas, trastornos bipolares, también
encontramos trastornos como el autismo y estados
paranoides asf como esquizofrenia.

. Trastornos de comportamiento trastornos del suefio, de
movimiento, déficit de atencién e hiperactividad (TDAH),
conductas disociales, mutismo selectivo y estereotipias
motrices.

. Trastornos especificos del desarrollo del habla y lenguaje.
: Enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer lleva el nombre del doctor Alois
Alzheimer, el médico alemédn que la describié por primera vez en
1906 a partir del estudio de caso de Auguste Detter. E1 Alzheimer es
una enfermedad neurodegenerativa que constituye la causa maés
frecuente de demencia (Shenk, 2006).

Se distinguen cldsicamente dos formas de enfermedad de Alzheimer:

La de origen y presentacton familiar la enfermedad se 1nicia
precozmente, entre los 40 y los 60 afios y su origen es monogénico,



debido a la mutacién en tres genes: APP (proteina pre-amiloide) en
el cromosoma 21, PSENI’ en el cromosoma 14y PSEN2° en el
cromosoma 1. Estas mutaciones poseen un alto grado de penetrancia
y provocan un marcado aumento en la produccién del péptido B-
amiloide y de su deposicién en el cerebro.

La de aparicion esporddica no familiar esta se presenta cuando el gen
APOE’ (en el cromosoma 19) se encuentra afectado’” comienzan en
edades por encima de los 60 afos. Tienen un origen multigénico,
multifactorial y complejo, en donde la presencia de varios factores de
riesgo facilita el desarrollo de la enfermedad.

Las neuronas observadas en personas con sindrome de Down
parecen tener seriamente afectada la arborizaciéon dendritica, asi
como las sinapsis (Flérez, 1994). Las dendritas, las prolongaciones
del soma neuronal, constituyen las principales areas receptoras de la
informacién que llega a la neurona. Esa informacién atraviesa una
zona de transferencia entre una neurona y otra, la sinapsis. Estas
zonas se observan especialmente dafiadas en aquellos pacientes en los
cuales estd presente el sindrome de Down (Ferrer & Gullota, 1990).

Al ser nuestra drea de estudio lo concerniente al cromosoma 21 se
describird brevemente el gen APP.

El gen APP se encuentra en el cromosoma 21 en la banda q21.3., y
codifica la proteina precursora beta amiloide; la estructura molecular
completa de la APP ain no ha sido resuelta aunque muchos de sus

5 Las siglas hacen referencia a la localizacién especifica dentro del
cromosoma 14

6 Las siglas hacen referencia a la localizacion especifica dentro del
cromosoma 1

7 Apolipoproteina E



dominios individuales han sido cristalizados y detfinidos con éxito,
estudios han asociado esta proteina a funciones como el crecimiento
de las neuritas, la formacién de la sinapsis, el trafico de proteinas a lo
largo del axén de las neuronas, la adhesiéon celular, y el metabolismo
del calcio (Zheng, 2006).

Se han descrito diversas mutaciones en regiones criticas de la APP,
incluyendo la que genera el péptido beta amiloide, esta dltima es
responsable de la susceptibilidad heredable a la enfermedad de
Alzheimer. Otras mutaciones directamente responsables del
Alzheimer tfamiliar se encuentran en las presenilinas, unas proteinas
que forman parte del complejo gamma-secretasa, que es el sistema
enzimatico responsable en ultima instancia del procesamiento
erréneo de la APP y de la formacién del péptido beta-amiloide
(Zhang, 2011).

Las mutaciones en APP causan la acumulacién de -amiloide lo que
conduce a la enfermedad de Alzheimer de inicio temprano, y la
sobreexpresion de APP estd vinculado a la enfermedad de Alzheimer
en el sindrome de Down (Cataldo, 2000).



En vista de la problemédtica ocasionada por esta enfermedad en
nuestro pafs, se han creado asociaciones civiles para tratar de dar
apoyo a la sintomatologia y la discriminacién social a este tipo de
pacientes, pero sin encontrar una solucién real a estos padecimientos.
Sin embargo, la aparicién de la nueva medicina gendmica esta
facilitando una proliferacién de hallazgos genéticos (mutaciones
puntuales de un gen o diferente expresiéon genotipica) sobre la base
de una supuesta diferencia del fenotipo (Petersen, 2006). Estas
investigaciones de medicina genémica han intentado por medio de
la terapia cromosdmica buscar alternativas en el tratamiento de las
caracteristicas mas limitantes del sindrome, como es el caso de la
aparicion temprana de Alzheimer, el retraso mental y las cardiopatias
relacionadas al sindrome de Down (Jiang, 2013).

Antes de poder hablar de terapia cromosémica tenemos que explicar
algunos conceptos bdsicos de la terapia genética, y todo lo que esta
conlleva.

La genética es la disciplina cientifica que se encarga de estudiar la
herencia y la variacién, analiza las reglas de transmisién de las
caracteristicas de padres a hijos; los mecanismos moleculares
mediante los cuales los genes controlan el crecimiento, el desarrollo
y el aspecto de las células y de los individuos; la estructura génica de
las poblaciones y la variacién en las frecuencias génicas que son la
base del proceso evolutivo (Rodriguez, 2005). Esta ciencia cuenta con
mas de medio siglo de historia durante la cual ha logrado ganarse
una posiciéon en el ambito cientifico, marcando una pauta para las
nuevas terapias médicas, basadas en la manipulacién genética y en la
experimentacién animal, con miras a la implementacién en humanos,
medicina traslacional (Wehling,2008).



Los genes pueden estudiarse a nivel molecular, bioquimico, celular,
poblacional o evolutivo por lo tanto la genética se divide en tres
partes para su estudio (Rodriguez, 2005):

e Genética de la transmisién, de los caracteres hereditarios de
padres a hijos a través de las generaciones.

e Genética molecular, que se refiere a la naturaleza quimica de
la herencia.

e Genética de poblaciones, composicién genética de individuos
miembros de una poblacién y cémo cambia en funcién del
tiempo y adecuacién en los espacios geograficos, es decir,
micro y macroevolucion.

Las primeras teorias de herencia fueron las del esencialismo, que
dicen que todas las especies poseen una esencia que las define y las
hace tnicas, fue propuesta por Hipécrates y Aristételes. Durante el
renacimiento se propusieron las teorfas de la epigénesis y la
preformacién. Durante la segunda mitad del siglo XIX Johann G.
Mendel postulé patrones mateméaticos exactos para la transmisién de
los caracteres hereditarios discretos. El nombre de genética fue
obtenido de W. Bateson en 1906 (Rodriguez, 2005).

Otra ciencia que se ha derivado de la genética es la genémica que se
ha dedicado al estudio integral del funcionamiento, el contenido, la
evolucion y el origen de los genomas® completos de los seres vivos.
La gendémica usa conocimientos derivados de distintas ciencias como
son: biologfa molecular, bioquimica, matemdticas y fisica, por
mencionar algunas.

La genémica se ha dividido para su estudio en dos etapas o eras
(Rodriguez, 2005):

8 El genoma se define como toda la informacién genética presente en un
organismo determinado (Rodriguez, 2005).



e Laera gendémica que comprende la:

o gendmica estructural, que trata a partir de los mapas
genéticos de la localizacién relativa de los genes, los
marcadores moleculares y los segmentos cromosémicos
que permiten posicionar los segmentos de los
cromosomas, alinear los pedazos de ADN secuenciados y
a caracterizar la secuencia completa de un genoma, es
decir, a la construccién del mapa fisico.

o gendmica funcional, que trata de caracterizar tanto el
conjunto de transcriptomas como el conjunto de
proteinas que codifica un genoma o proteoma. Es decir, la
genémica funcional es la recoleccién sistemdtica de la
informacién sobre la funcién de los genes haciendo uso de
la informacién y de los elementos de la gendémica
estructural.

e La era post-genémica que trata de analizar y comparar
genomas y conocer cudles son las relaciones que existen entre
su estructura y funcién, comprende:

o gendémica comparada, que trata de encontrar las
relaciones evolutivas al comparar los genomas completos
de especies o taxones diferentes

o gendmica individual, que estudia las variaciones dentro de
los genomas entre los individuos de la misma especie

o proteémica celular, que estudia las proteinas que
confieren a las células su forma y funcién, considerando
que los proteomas a diferencia de los genomas son
dindmicos y varian de manera espacial y temporal en los
seres V1Vos.

Las ciencias genémicas han tenido un auge importante durante los
ultimos afios, en mayor medida gracias a las tecnologfas avanzadas
de secuenciaciéon de ADN, a los avances en bioinformdtica, y a las
técnicas cada vez més sofisticadas para realizar anélisis de genomas
completos. Probablemente el més conocido es el Proyecto Genoma
Humano que tiene como objetivo secuenciar completamente el ADN
(Baquero, 2012).



En la actualidad se cuenta ademas con importantes servidores de
acceso publico, como el del NCBI (por sus siglas en ingles National
Center for Biotechnology Information), que permiten que cualquier
usuario con conexién a Internet acceda a la secuencia completa del
genoma de decenas de organismos y a las secuencias de cientos de
miles de genes de distintos organismos.

La terapia génica tuvo sus origenes en la década de los afios 80 debido
al gran avance que tuvo la clencia al descubrir que las funciones
bioldgicas estdn determinadas por la informacién genética, a falta de
una definicién exacta de terapia génica me basaré en las brindadas
por Lacadena. La primera definicién brindada por el considera que
este procedimiento se basa en la administracién deliberada de
material genético en un paciente con la intencién de corregir un
defecto genético especifico. La siguiente definicién, considera que la
terapia génica es una técnica terapéutica mediante la cual se inserta
un gen funcional en las células de un paciente humano para corregir
un defecto genético o para dotar a las células de una nueva funcién,
material genético dentro de células o tejidos para prevenir o curar
alguna enfermedad. La terapia génica es la insercién, alteracién o
remocién de un gen de células o tejidos biol6égicos para tratar alguna
enfermedad (Lacadena, 1999).

Estas definiciones no abarcan de manera precisa lo que es en la
actualidad la terapia génica y dejan espacio para pensar en eugenesia
o modificaciones preventivas no terapéuticas, causando controversia
y rechazo social. En este sentido, la definicién de Strachan parece
mas apropiada pues no deja espacio para estas interpretaciones al
definir a la terapia génica como la modificacién genética de las células
de un paciente para tratar una enfermedad (Strachan, 1999).



La terapia génica se ha estudiado desde dos aspectos, la terapia
genética somética y la germinal. La primera dirige la modificacién
genética a cualquier tejido corporal de los pacientes, pero estos se
limitan al individuo sobre el cual se ha realizado la terapia pues carece
de consecuencias hereditarias. La terapia germinal por el contrario
va encaminada a la modificacién genética de las células
reproductoras, las células precursoras de la linea germinal o las
células embrionarias de la primera etapa de desarrollo (Soutullo,
2002).

En los siguientes apartados se desarrollaran los componentes
fundamentales para desarrollar una terapia génica, los cuales son los
objetivos diana y los vectores.

Desde un punto de vista tedrico se pueden concebir la aplicacién de
distintas estrategias de terapia génica dependiendo de los objetivos
que se persigan y las células a las cuales se les aplicara la terapia,
estas células son conocidas como objetivos diana.

La estrategia mds utilizada en estas terapias consiste en la insercién
génica, es decir en la introduccién de una copia de un gen normal en
las células tratadas. Esta técnica, conocida también como terapia de
aumento génico (GAT) por el efecto que produce (Strachan, 1999),
se aplica a enfermedades recesivas’ en las cuales no se encuentra el
producto génico normal. La introduccién de una variante no mutada
del gen persigue la produccién de la proteina funcional en una
cantidad suficiente para restablecer el fenotipo normal. En este
procedimiento los genes recesivos mutantes no interfieren con el

9 Las enfermedades recesivas son aquellas que se presentan cuando ambos
progenitores son portadores del gen mutado aunque no presenten su
fenotipo, es decir que estos sujetos no poseerdn cromosomas dominantes
(Rodriguez, 2005)



producto génico normal por lo que no es necesario proceder a su
eliminacién. La Insercién génica es especlalmente apta para
enfermedades recesivas que no requieren una regulacion estricta de
la cantidad de producto génico producido para que el fenotipo normal

pueda ser recuperado (Strachan, 1999) por ejemplo la enfermedad de
Charcot-Marie-Tooth.

Una segunda modalidad, es la correccién dirigida de mutaciones
(gene targeting) mediante algin procedimiento de modificacién
génica que sustituya el gen defectuoso por una copia normal del
mismo o sustituya la secuencia mutada del gen por la secuencia
normal, recomponiéndose de este modo la funcién original del gen.
El mecanismo concreto para realizar esta sustituciéon serfa la
recombinacién homoéloga. También serfa posible realizar la
correcciéon a nivel del acido ribonucleico (ARN) mediante el empleo
de ribosomas (Strachan, 1999).

Existen otras estrategias de terapia génica como la supresién
dirigida de células especificas o la inhibicién dirigida de la expresiéon
génica bloqueando el ADN, el ARN o la proteina producida por el
gen (Soutullo, 2002).

La otra variable a tomar en cuenta cuando se va a trabajar con terapia
génica es el vector adecuado para la transferencia. El vector es el
vehiculo que transporta el gen terapéutico hasta el interior de la
célula diana que queremos modificar. Las caracteristicas del vector
ideal serfan (Bosh, 2013):

e ser reproducible y estable

e permitir la insercién de material genético

e reconocer y actuar sobre células especificas

e poder regular la expresién del gen terapéutico



e carecer de elementos que induzcan una respuesta inmune

e ser inocuo o que sus posibles efectos secundarios sean

minimos

Uno de los pasos que mayores problemas ha planteado hasta ahora
ha sido el de seleccionar el vector adecuado para la transferencia
génica. Los principales tipos de vectores son virus, aunque también
se han realizado ensayos con liposomas, conjugados moleculares y
con ADN desnudo (Felgner, 1997).

Vectores virales

El uso de vectores virales dentro de la terapia génica se realiza
destruyendo la actividad patogénica del virus, asi como su capacidad
de multiplicacién dentro de las células. Para ello, se extrae de su
ADN los genes responsables de estas funciones, que son
reemplazados por los fragmentos de ADN terapéutico que se desean
transferir. Cada tipo de vector presenta ventajas e inconvenientes
distintos y hasta el momento no se ha encontrado ninguno que
resulte idéneo (Friedman, 1997). La estructura de un vector viral
estd formada principalmente por cépside que contiene el acido
nucleico, algunos vectores también cuentan con una envoltura
lipidica. Los vectores virales se agrupan en cuatro tipos de virus:
retrovirus, adenovirus, virus adenoasoctados y herpesvirus.



Retrovirus

Los retrovirus son un grupo ampliamente desarrollado. Son virus
cuyo material genético estd constituido por una molécula de ARN,
esto los obliga a realizar el proceso de retrotranscripcién para su
replicacién. Tienen la capacidad de integrarse en el genoma del
huésped, con lo que ofrecen la ventaja de una expresién persistente
del transgén, lo que los hace utiles para su uso en enfermedades
hereditarias y crénicas.

Estructura de un retrovirus
Envoltura

Transcripcion
inversa

Enzimas virales

ustracion 11. Estructura de un retrovirus.
www.andrew.cmu.edu

Sin embargo, la integracién en el genoma del huésped es aleatoria,
presentando el riesgo de mutagénesis insercional debido a la
posibilidad de alterar un gen vital o un gen supresor de tumor y por
lo tanto interrumpir su expresién, o bien insertarse en un
protooncogén induciendo su activacién a oncogén.

La gran desventaja que presenta este tipo de vectores es que sélo son
capaces de infectar células en divisién. Los retrovirus recombinantes
mas usados son los derivados del virus de la leucemia murina, los
cuales se modifican para hacerlos deficientes de replicacién, con lo
que se suprime su capacidad de formar particulas virales.

Dentro de este grupo también se encuentran los lentivirus con
capacidad de integracién estable tanto en células en reposo como en
divisién. Sin embargo, la mayorfa de ellos derivan de la familia del
virus de la inmunodeticiencia humana (VIH), por lo que los aspectos
referentes a la seguridad biolégica para su uso en protocolos clinicos
deberdn ser considerados antes de su aplicacién (Sandoval, 2005).
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Adenovirus

Los adenovirus son virus de ADN ampliamente desarrollados en
terapia génica, su aislamiento en 1953 a partir de tejidos adenoides
de nifios dio origen a su nombre.

A los adenovirus recombinantes usados como vectores se les
eliminan regiones de su genoma para inhibir su replicacién, debido a
que no se integran en el genoma del huésped, Estos virus sélo
expresan el transgén en forma temporal durante su estancia en la
célula.

Los adenovirus deben

ESTRUCTURA su uso exitoso al hecho
? Genomade ADN de su seguridad
biolégica, porque en
forma natural en el
humano sélo se les ha
relacionado con
padecimientos de vias
respiratorias. Existen

ustracion 12. Estructura del adenovirus.

www.dreamstime.com. més de 40 serotipos de
adenovirus, de los cuales

los tipos 2 y 5 (Ad2 y Ad5) son los més utilizados como vectores
génicos (Regenmorten, 2000).

Su produccién es relativamente sencilla, lo que ha facilitado una
administracién eficiente iz vivo. Estos virus tienen ademas la
capacidad de infectar un amplio espectro de células eucariotas, tanto
en reposo como en replicaciéon (Russell, 2000).

El principal inconveniente para su utilizacién en el envio de genes a
érganos o tejidos especificos, es la vigorosa respuesta inmunoldgica
que desplertan, caracterizada por una intensa inflamacién, asi como
por activacién de linfocitos T citotéxicos (Smith, 1998). En un
intento por aminorar la intensidad de la respuesta inmune despertada
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en el huésped por el adenovirus se han escindido extensas porciones
en el genoma viral produciendo as{ los llamados adenovirus gutless'°
que expresan menos proteinas virales; despertando una menor
respuesta inmunoldgica (Narvaiza, 2003).

Los virus adenoasociados reciben este nombre debido a que se les
detecté por primera vez como contaminantes en preparaciones de
adenovirus. Pertenecen a la familia parvoviridae y son del género
dependovirus. Su asociacién con los adenovirus se debe al hecho de
que son defectuosos en replicacién, y dependen de un virus
colaborador que proporcione las proteinas necesarias para tener
dicha funcién (Berns, 1990).

Su genoma esta constituido por una cadena sencilla de ADN (positiva
o negativa) de 4,680 nucle6tidos de longitud. Su genoma es muy
sencillo y codifica solamente para dos genes: REP (replicacién) y
CAP (cépside), los cuales son sustituidos por el promotor y transgén
deseado al hacerlos recombinantes. La longitud minima aceptada
para estos constructos es de 1 Kb'!' y la maxima longitud aceptada es
la del genoma nativo (4.7 Kb), porque constructos de un tamafio
mayor no mantienen una funcién Optima de empaquetamiento
(Monahan, 2000).

10 Los adenovirus gutless, constituyen el altimo tipo de vectores desarrollados
hasta hoy. Su genoma carece de todos los genes virales y s6lo conservan las
secuencias que actiian en cis. Se ha demostrado que con el empleo de estos
adenovirus se detecta la expresiéon del transgén dos anos después de su
administracién en animales, no inducen una respuesta inmune significativa y
permiten la administracién repetida del mismo vector a lo largo del
tiempo(Morsy 1999)

11 Una kilobase corresponde a 103 pares de nucle6tidos en el DNA de doble
hélice, 0 a 1038 nucledtidos en 4cidos nucléicos de hebra sencilla.



El marco de lectura abierta del gen REP codifica para varias
proteinas sobrepuestas como la Rep40, Rep52, Rep68 y Rep78
involucradas en la transcripcién, replicacién e integracién del
genoma, respectivamente (Weitzman, 1994).

El gen CAP codifica para las protefnas que conforman la cépside del
virién, conocidas como VP1 (87 Kb), VP2 (73 Kb) y VP3 (62 Kb), las
cuales interaccionan con los receptores y correceptores celulares
para la internalizacién a través de una endocitosis mediada por
receptor y para el transporte del virién al ntcleo celular (Berns,
1996).

El marco de lectura abierta del genoma de los virus adenoasociados
(AAV por sus siglas en inglés) estd flanqueado por dos secuencias
terminales llamadas I'TR’s (“terminales de repeticién invertidas” por
sus siglas en inglés) de 145 nucleétidos, de los cuales 125 forman una
estructura secundaria de horquilla tipo “T” al tener secuencia
palindrémica. Los I'TR’s funcionan como primers'? para la replicacién
del ADN y la formacién de la doble cadena, ademds mantienen la
integridad de los extremos, y en estas regiones se localizan las
secuencias que le permiten la recombinacién con el ADN del huésped
(Samulski, 1989). El viriéon del AAV no contiene proteinas de
envoltura y su ADN sélo se encuentra rodeado por las proteinas de
la capside, las cuales conforman una estructura icosaédrica con
tamafio de 18-26 nm. Las diferencias antigénicas en las proteinas
capsidicas dan lugar a los seis serotipos de AAV conocidos hasta el
momento, de los cuales el serotipo dos (AAV2) es el que se ha
desarrollado en la terapia génica haciéndolo recombinante
(Rabinowitz, 2002).

12 cadena de acido nucleico o de una molécula relacionada que sirve como
punto de partida para la replicacién del ADN.



Las propiedades tnicas de los herpesvirus se han explotado cada vez
mas en el disefio de vectores, particularmente para la terapia de las
enfermedades del sistema nervioso central (Hukkanen, 2010). Los
herpesvirus poseen un material genético compuesto por ADN de
doble cadena lineal, brinddndole la posibilidad de insertar en su
genoma grandes cantidades de ADN y llevar a cabo durante largos
periodos de tiempo infecciones latentes en la célula hospedadora, sin
ningtn efecto aparente sobre ésta (Roizman, 1996).

Estructura del virion del herpesvirus

Ilustracion 18. Estructura del  herpesvirus.
hitps:// hashimotoshealing.com/ the-herpes-virus-and-
hashimotos/

Los herpesvirus pueden ser vectores genémicos, no replicantes o
replicantes, también conocidos como amplicones. Estos tltimos son
vectores que albergan sélo una cantidad minima de secuencias
viralmente derivadas, adecuadas para el suministro de hasta 150 kbp
de ADN extrafio (Epstein, 2009). El uso de herpesvirus de amplicon
se ha mejorado adicionalmente mediante el desarrollo de vectores
hibridos de virus adenoasociados, con el objetivo de una expresién
transgénica a largo plazo (Chew, 2009).
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vectores no virales

Los vectores no virales son aquellos que engloban las técnicas de
transduccién donde el material genético es introducido con medios
tisicos y quimicos

Vectores quimicos

Los vectores quimicos empezaron a utilizarse en la década de los
sesenta y setenta aunque no se lograron buenos resultados en la
transduccién hasta mediados de los ochenta. Dentro de estos
encontramos el fosfato célcico, los liposomas catiénicos, poliméricos
y la transferencia de genes mediante receptores.

La utilizacién del fosfato de calcio se basa en la capacidad que
presentan los iones de calcio para precipitar el ADN provocando que
la célula, mediante mecanismos de endocitosis, introduzca el ADN
en su interior. Esta técnica no provoca toxicidad en las células
receptoras, pero la expresiéon del transgén es transitoria y con una
eficacia de transfeccién cercana al 10% con una toxicidad minima. Su
utilizaciéon se ve reducida a cultivos celulares en aplicaciones i vitro
(Glover, 2005).

Fosfato
de calcio

llustracion 14. Fosfato de
calcio. Rodriguez 2005
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Vectores quimicos

Los liposomas catiénicos estdn formados por un lipido
negativamente cargado y un colipido. Estos interaccionan tanto con
el material genético a transferir como con las membranas celulares
que deben atravesar, debido a las cargas netas negativas originadas
por los grupos fostato en el ADN y por residuos del 4cido sialico de
la superficie celular. Un lipido catiénico ampliamente utilizado es la
lipofectina las ventajas de este tipo de vectores es que pueden
transferir moléculas negativa o positivamente cargadas, protegen al
ADN de procesos degradativos, y aceptan cadenas largas de ADN
dirigiéndolas especificamente a los tejidos u 6rganos. Este vector no
plantea problemas en modelos 7z vitro, sin embargo, in vivo su eficacia
se encuentra disminuida, llegando incluso en algunas ocasiones a una
eficacia nula (Felmand, 2003).

L Gupo
de cabeza
catibnica

Lustracion 15. Estructura de liposoma catidnico.
Rodriguex, 2005

Como ultimo ejemplo de los vectores quimicos, se encuentra la
transferencia de genes mediante receptores. Esta es una técnica
direccionable, debio a la insercion de moléculas, que seran
reconocidas por receptores presentes en la célula diana elegida, al ser
posible establecer una interaccién vector/célula muy especifica. La
naturaleza de los ligandos es muy variada y comprende azicares,
péptidos y hormonas. Hoy dfa, se utilizan ligandos capaces de
desestabilizar las membranas de los endosomas a pH 4cidos, con lo
que se evita la degradacién de los vectores por los complejos
enziméticos del lisosoma (Felmand, 2003).
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Este tipo de vectores realizan la transfeccién de material genético sin
ningin tipo de catalizador quimico, el vector fisico mds comdn se
conoce como disparo de particulas, biolistica o bombardeo de
microproyectiles. En este vector, el pldsmido de ADN a transferir es
situado sobre la superficie de pequefias gotas de 1 a 3 micras de
didmetro de oro o tungsteno que posteriormente son aceleradas,
mediante una descarga eléctrica o por un pulso de gas, hacia la célula
diana. La aceleracién a la que son sometidas estas particulas logra
superar la membrana celular, a pesar de esto la capacidad de
penetraciéon se ve limitada. Entre las ventajas que presenta este
método, y que le confieren un potencial de aplicabilidad general,
destacan su facil manejo y que un unico disparo puede producir
integraciones multiples (Felmand, 2003). Las desventajas que
presenta este vector son la muerte celular en la zona de descarga, la
procedencia de ADN extrafo y la capacidad de transcripcién
intrinseca aparecen grandes variaciones en la eficiencia de la
expresiéon de los genes. Generalmente utilizados en vegetales (Klein,
1987), aunque recientemente se ha utilizado en roedores (Arsenault,
2014). Este vector ha mostrado su efectividad en modelos i vitro e
n vivo (Felmand, 2003).

Gas de helio Q

Disco de plastico™

Particulas de oro <%

Iustracion 16.
recubiertas de ADN . o .
o Bzobalzs“tz.ca. I mqgen
Celulas vegetales de dominio publico
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El siguiente vector fisico que se describird es la micro inyeccién, es
una técnica laboriosa que requiere células aisladas para su realizacion
pues el ADN es introducido mediante una inyeccién en el nicleo de
las células gracias a la ayuda de un micro manipulador, evitando de
este modo la degradacién lisosomal y citoplasmética. Cuando la
célula diana se recupera del dafio e inserta el material genético
presenta una alta eficacia en su expresiéon. Esta técnica se suele
utilizar con frecuencia en estudios i vitro, aunque también en la
terapia génica germinal, un método iz vivo donde se lleva a cabo la
microinyeccién directa de ADN en los prontcleos del 6vulo recién
fecundado o en el citoplasma. En vertebrados inferiores e
invertebrados es la técnica de transterencia de genes més utilizada y
en mamiferos ha resultado exitosa (Felmand, 2003).

Hustracion17. Micro
tnyeccion. Universidad
5 g 1 rag 0z

| —

Otro ejemplo de vector fisico es la electroporacién. Este método
consiste en la aplicacién de una corriente eléctrica a una mezcla de
ADN y células en suspensién, Estas altimas son capaces de abrir
poros en la membrana celular que permiten la entrada del gen en su
interior. La eficiencia de la transterencia depende del pulso eléctrico,
distancia entre electrodos, fuerza i6nica del tampén de suspensién
celular y de la naturaleza de las células. Entre las ventajas de este
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vector se encuentran que las células pueden ser aisladas del
organismo y sometidas a un control de calidad en el que se realiza
una seleccion de las mejores células que son cultivadas en el
laboratorio antes de ser implantadas en el paciente. La gran
desventaja que presenta esta técnica es el hecho de que muchas
células mueren al no soportar el choque eléctrico, por lo que no es la
forma mas indicada en algunos tipos celulares.

| v “swead TWET 8 .

llustracion 18 Apertura en la membrana celular por microscopia
electronica de barrido. Universidad Zaragoza

Actualmente los vectores de transferencia siguen siendo el dilema
mds importante que presenta la terapia génica y que mds ha limitado
la obtencién de resultados hasta el punto que hay investigadores
como Friedman (1997, pp. 49) que sostienen que las estrategias
tienen que cambiar “Casi con toda seguridad, las herramientas del
futuro no van a ser los prototipos que se estan ensayando hoy en los
laboratorios. Y no habré una técnica ideal para cada enfermedad, sino
que existiran muchas opciones”.



En los tltimos afios se han visto grandes avances en los estudios que
intentan corregir defectos genéticos en aquellas células donde un
solo gen es el afectado, como es el caso de la distrofia muscular, estas
investigaciones abarcan desde los estudios n wvitro hasta ensayos
preclinicos en animales (Lee, 2011). En cambio, la correccién
genética de la sobre escritura de los genes trisonémicos, se ha
mantenido fuera del alcance. Una de las teorfas sobre las que se
trabaja para resolver este desorden puede ser mediante la insercién
de un gen que silencie epigenéticamente todo el cromosoma. Estas
investigaciones han sido posibles gracias a la terapia cromosémica.



84

La terapia cromosdémica es una linea de investigacién relativamente
joven pues apenas cuenta con algunas décadas de estudio. Esta se
logré desarrollar utilizando enfoques epigenéticos presentes en el
cédigo de personas con sindrome de Down.

El término epigenética se emplea para designar a las modificaciones
en el ADN y en la cromatina que son estables durante varios ciclos
de division celular pero que no involucran cambios en la secuencia
del ADN del organismo. Estos cambios juegan un papel importante
en la diferenciacion celular ya que permiten a las células mantener de
forma estable diversas caracteristicas aun cuando contienen la misma
informacién genética (Rodriguez, 2005).

A menudo se atribuye a Conrad Waddington la acufacién del
término “epigenética” en el afio 1942 como “la rama de la biologfa
que estudia las interacciones causales entre los genes y sus productos
que dan lugar al fenotipo” (Waddington, 1942, pp. 565).

Asf podemos decir que la epigenética es un fenémeno que cambia el
resultado de un cromosoma sin modificar la secuencia de ADN, en
este sentido la epigenética se refiere a la memoria celular que se
hereda a las células descendientes y que se basa en la herencia de
estructuras proteicas. La epigenética puede definirse como el estudio
de un cambio estable en la expresiéon de los genes o del fenotipo

celular, sin que ocurran cambios en el apareamiento de las cadenas
del ADN (Rodriguez, 2005).

Debido a que el fenotipo de una célula o de un individuo se afecta por
los genes que se transcriben, los cambios heredables en el estado
transcripcional pueden dar origen a efectos epigenéticos (Lewin,
2004). Existen a nivel celular diferentes niveles en la regulacién de
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la expresién génica, algunos de ellos son la remodelacién de la
cromatina'!®, la modificacién de las histonas, la metilaciéon del ADN,
y silenciamiento mediado por moléculas de ARN (Neisa, 2004).

La transcripcion es el proceso inicial de la expresién génica la cual se
lleva a cabo mediante la conversién de un gen del ADN a una
molécula complementaria de ARN, el ARN mensajero (ARNm). La
transcripcién de genes o activacién se debe a las modificaciones en la
estructura de la cromatina; para que un gen pueda transcribirse se
requiere de la presencia de diversos factores de transcripcidn,
proteinas reguladoras y del ARN polimerasa II los cuales generan la
estructura basal de la transcripcién (Rodriguez, 2005).

Para que la trascripcion se lleve a cabo se requiere que los genes se
vuelvan transcripcionalmente activos, proceso que provoca una
configuracién mds laxa en la cromatina. Ademés durante este
proceso se requiere que los nucleosomas se reorganicen dejando
expuestos al gen para su transcripcién. De igual manera cuando se
requiere de la represién génica los octdmeros de las histonas se
mueven hacia una posicién que impide la transcripciéon. Estos
cambios dindmicos en la posicién de los nucleosomas se conocen
genéricamente como remodelaciones de la cromatina (Rodriguez,
2005).

13 La remodelacién de la cromatina puede iniciarse por modificaciones en las
proteinas histonas o por adicién de grupos metilo al ADN



Las histonas son las proteinas mas conservadas de la naturaleza, esto
se debe a la funcién estructural que realizan en el empaquetamiento
del ADN en el nicleo. Las colas de las histonas contienen residuos
especificos de lisinas que son capaces de modificarse covalentemente
mediante la unién a grupos acetilo y metilo; en las serinas la
modificacién més frecuente es la fosforilacion.

Estas reacciones ocurren después de que las proteinas histonas han
sido traducidas y atin después de que las histonas se han incorporado
a un nucleosoma. Las histonas se sintetizan durante la fase S y son
incorporadas a las hebras hijas del ADN detras de la horquilla de
replicaciéon (Rodriguez, 2005).

Las modificaciones covalentes de las histonas son mutuamente
excluyentes, lo que imposibilita que una histona sea acetilada y
metilada al mismo tiempo. Las modificaciones en las secuencias de
las histonas incluyen la acetilacion, la metilacién y la ubiquitinacién
(Rodriguez, 2005).

La reaccién de acetilacion de las histonas es la mejor conocida. Se
realiza entre el grupo amino terminal de un residuo de lisina en
presencia de acetil coenzima A (CoA). La reaccién es reversible lo
que implica que los grupos acetilo pueden afiadirse o removerse del
mismo residuo de histonas (Rodriguez, 2005).

Existen alrededor de 44 residuos de lisinas en las histonas que son
capaces de aceptar grupos acetilo, cuya presencia o ausencia provee
una gran cantidad de informacién genética. Por esta razén las
modificaciones covalentes de las colas de las histonas se denominan,
por analogfa con el cédigo genético, “cédigo de las histonas”,



Acetilacion_

informacién que es guardada en las histonas mismas més que en la
secuencia de nucleétidos (Rodriguez, 2005).

El proceso de acetilacién como regulador, fue propuesto por primera
vez en los afios 60 (Alfrey, 2004) y se ha convertido, junto con la
metilacion, en la modificacién mas estudiada hasta el momento. La
interpretacién de la informacién alcanzada hasta el 2000, condujo a
Strahl y Allis a proponer en ese afio la hipétesis del “cédigo de
histonas” (Strahl, 2000).

Gen activo (“encendido”)

transcripcion e [ acetiladas BN Cromatina
“ “abierta”

Transcripcion posible

Tlustracion 19. Acetilacion, ilustracion obtenida de
hitps://www.istockphoto.com/mx

Se conocen actualmente mas de 150 modificaciones de las histonas
con un enorme numero de patrones posibles cuyos efectos en la
estructura de la cromatina y en la regulacién transcripcional estan
empezando a desvelarse. Las evidencias sugieren que los genes
activos son ricos en grupos acetilo, estdn hiperacetilados; mientras
que los inactivos carecen de grupos acetilo, estan hipoacetilados. La
enzima encargada de incorporar grupos acetilo es la acetiltransferasa
de las histonas (HAT), enzima que se une al ADN en las regiones
reguladoras de algunos genes activando la transcripcién mediante la
acetilacién de las histonas vecinas. De la misma manera las enzimas
desacetilasas de las histonas (HDAC) son claves en la represién
génica pues remueven lo grupos acetilos (Rodriguez, 2005).

La acetilacién ocurre sobre lisinas, de las cuales, s6lo 14 se han
1dentificado como sitios diana (Fischle, 2003).
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La metilacion de histonas es la modificacién quimica mejor
caracterizada y aparentemente es un proceso mas estable que la
acetilacién (Sun, 2002). Esta ocurre sobre algunas argininas y lisinas,
pero su interpretacién es més confusa, por cuanto las lisinas pueden
sufrir monometilacién, dimetilacién o trimetilacién y las argininas
monmetilacion o o dimetilacién (Bottomley, 2004). Dichas sutilezas
parecen tener repercusiones funcionales diferentes (Jackson, 2004).

La metilacién de la cromatina se presenta en los residuos de citosina
del dinucleétido CpG. Las regiones del genoma ricas en estos
dinucledtidos o con alta densidad de CpG se conocen como islas de
CpG en las cuales la metilacion del ADN correlaciona con la
represion transcripcional. L.a metilacién del ADN es mediada por las
ADN metiltransferasas (DNMTs). Se han encontrado que existe una
asoclacion entre los dos procesos que reprimen la transcripciéon: la
metilacién del ADN y la desacetilacién de las histonas (Hendrich,
1998). Se asume que la metilacién atrae a desacetilasas que eliminan
los grupos acetilo de las colas de las histonas lo cual estabiliza al
nucleosoma y reprime la transcripcién. Por el contrario la
desmetilacién del ADN permite que las acetiltransterasas agreguen
grupos acetilo al ADN promoviéndose la transcripcién (Rodriguez,
2005).

La lectura del c6digo de histonas corre por cuenta de unas proteinas
que comparten un dominio de unién a las lisinas metiladas llamado
cromodominio (Jacobs, 2002) y por proteinas con dominios de unién
a acetilaciones llamados bromodominios (Lachner, 2002).
Curiosamente, algunas proteinas que contienen cromodominios son
en ellas mismas HMTs (Hendrich, 1998) y algunas de las que
contienen bromodominios son HATs (Fuks, 2003), sugiriendo que
un evento primario de metilacién o acetilaciéon puede extender una
reacciéon en cadena que modifica las histonas vecinas.
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La asociacién de la metilacién del ADN con la represién génica
fisiol6gica se sugiri6é por primera vez hace casi 30 anos (Antequera,
1990); su participacién en procesos patolégicos fue demostrada en
1990 con base en que la inactivacién de genes, en lineas celulares
derivadas de cancer, se asociaba con la metilacién de las islas CpG
(Strathdee, 2002). Dentro de los procesos fisiolégicos involucrados
se encuentran: la regulacién transcripcional, el mantenimiento de la
estabilidad cromosémica, la modulacién de la estructura de la
cromatina, la inactivacién de uno de los cromosomas X en mujeres,
la impronta gendémica y el silenciamiento de retrotransposones
(Hendrich, 1998).

Citosinas
metiladas

Transcripcion impedida

Gen inactivo (“apagado”)

Tlustracion 20. Metilacion, ilustracion obtenida de
hitps://www.istockphoto.com/mzx
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Inactivacion del cromosoma X

La inactivacién de un cromosoma X es una regulacién epigenética
que se encarga de compensar las diferentes cargas de genes ligados
al cromosoma X en los mamiteros, esta compensacién de dosis génica
es un proceso que consiste en inactivar de manera aleatoria de uno
de los cromosoma X en el embrién para evitar un desequilibrio entre
la expresion de los genes ligados al cromosoma X (Deng, 2014).

En cualquier célula en la que se lleve a cabo esta inactivaciéon del
cromosoma X, se encontraran unas estructuras densas y
heterocrométicas llamadas corpuasculos de Barr. Estos corpusculos
son los cromosomas X compactados

para evitar su expresiéon. En 1949
Murray Barr describié que las
células femeninas se podian
distinguir por la presencia en su
nicleo de un corptsculo de
cromatina, pegado a la pared
interna del nucleo, que recibe el
nombre de corpuisculo de Barr. En
1999 Mary Lyon sugirié que este
corpisculo  representaba  un
cromosoma X el cual se desarrolla
en la hembras de manera
compacta, tomando la estructura

: ; Llustracion 21,
conocida como heterocromatina, Corpiisculo de Barr.
una forma condensada y por lo hitps:// www.istockp
tanto visible de la cromatida hoto.com,/mx

(Lewin, 2004).

Las secuencias involucradas en este silenciamiento se han mapeado
en Xq13.2 y se han descrito varios componentes de la maquinaria de
Inactivacién cromosdémica presentes en esta regiéon (Rodriguez,
2005).
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Inactivacion del cromosoma X

La inactivacién del cromosoma X empieza en una regién llamada
XiC (centro de inactivacién del cromosoma X) que estd localizado en
el fragmento Xq13 y que contiene los elementos necesarios para el
recuento de cromosomas X, para la eleccién del cromosoma X y para
el mecanismo de silenciamiento (Navarra, 2012).

(Rl Xpr L pxdl  Xist L L] Tsx L) Brx [ Caxd [

Llustracion 22. Xic, Jiang, 2013

El proceso comienza con la localizacién de las dos regiones Xic de
los dos cromosomas X. Xic es un locus que contiene toda la
informacién para inactivar a todos menos un cromosoma X, la
seleccién del cromosoma que se va a inactivar y la iniciacién del
silenciamiento. En Xic, se localiza Xce (elemento controlador del X)
el cual estd implicado en el proceso de elecciéon del cromosoma X que
se va a Inactivar. En la XiC hay dos secuencias de ARN no
codificantes muy importantes llamadas Xist y Tsix, que son
complementarias una de la otra y controlan el proceso de
inactivacién X (Payer, 2016).

Xist es un ARN que no posee un marco de lectura abierta, es decir,

no codifica para ninguna protefna y se produce por ambos ﬁ
cromosomas X antes de la inactivacién. Una vez elegido el

cromosoma que se va a inactivar, Xist se estabiliza, cubre s6lo a un
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cromosoma X e inicia el silenciamiento del mismo. A medida que se
expande por el cromosoma, se van sileciando los genes, adoptando
una configuracién de heterocromatina. Ademdas se produce la
metilacién de la histona H3 y la desacetilacién de la histona H4. En
un principio los dos cromosomas X expresan Xist, aunque de forma
inestable. Durante el proceso de inactivacién, uno de estos dos Xist
es degradado por otro ARN llamado DXPas34, que se encuentra
también en el locus Xic, evitando asi la inactivacion de uno de los
cromosomas. Entonces se transcribe Tsix en sentido opuesto en la
hebra complementaria de Xist para bloquear la posterior
transcripcién de Xist y asegurar que el Xa no se inactive en algin
momento (Heard, 2005).

Una vez que la inactivacién se ha llevado a cabo, XIST induce
modificaciones epigenéticas en el ADN, asf como, metilaciones que
impedirdn la transcripcién del material genético contenido en el X
inactivo. Estas modificaciones son hereditarias y se pasardn a las
células hijas. Es muy importante tener claro que la inactivacién del
cromosoma X es incompleta, es decir, no afecta a todos los genes del
cromosoma. De hecho, se estima que sélo un 65% de los genes
presentes en el cromosoma X se inactivan, un 20% de los genes se
inactivan sélo parcialmente y un 15% escapan totalmente al proceso
de inactivacién (Carrel, 2005).

Al conjuntar toda esta informacién surgié la idea de corregir las
tunciones de las células de pacientes con sindrome de Down mediante
la insercién de un gen que silencie epigenéticamente todo el
cromosoma, en un ambiente libre de variacién genética y epigenética
(Jiang, 2013).



Entendiendo que el proceso de silenciamiento natural del cromosoma
X demuestra que la cromatina autosémica tiene una capacidad
sustancial para ser silenciada (Lee, 1996). La estrategia del modelo
perseguida por Jiang y su equipo logré crear un modelo manejable
que permite estudiar la biologia de la inactivacién cromosémica
humana mediante la insercién de XIST en la copia del cromosoma
21 creando una modificacién epigenética, para poder llevar a cabo
esta Insercion fueron necesarias las nucleasas de dedos de zinc (Jiang,
2018).

Las nucleasas dedos de Zinc (ZFN) son enzimas que se unen y cortan
secuencias de ADN de doble cadena, se componen de dos partes: los
dedos de zinc y la nucleasa Folk. Los dedos de zinc son proteinas
capaces de reconocer a un trinucle6tido de una secuencia especifica y
pueden manipularse de manera modular para dirigir su unién a una
secuencia en particular, formando el dominio de unién. La nucleasa
de Folk es el dominio de rotura del ADN y es una nucleasa de
Flavobacterium okeanokoites modificada para generar un corte
independiente en la secuencia. Cuando estos dominios son fusionados
pueden unir secuencias especificas de 18pb'* (Pefia, 2015).

El dominio Folk ha sido crucial para el éxito de ZFN, ya que posee
varias caracteristicas que apoyan el objetivo de segmentacién
dirigida dentro de genomas complejos. Por ejemplo, Folk debe

14 es una unidad que consta de dos nucleobases



Nucleasas de dedos de zinc
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dimerizar para escindir DNA. Como esta interacciéon es débil
(Vanasmee, 2001), la escisién por Fokl como parte de una ZFN
requiere dos eventos de unién adyacentes e independientes, los cuales
deben ocurrir tanto en la orientacién correcta como con la separacién
apropiada para permitir la formacién de dimeros. El requisito de dos
eventos de uniéon al ADN permite la focalizacién especifica de sitios
de reconocimientos largos y potencialmente tnicos (de 18 a 36 pb).
Ademas, la dependencia de la dimerizacién productiva ha estimulado
el desarrollo de variantes que se escinden s6lo como un par de
heterodimeros, mejorando asi la especificidad mediante la
eliminacién de homodimeros no deseados (Miller, 2007).

C2Hz zinc finger

Lustracion 23. Dedos de zinc.
hitps://www.istockphoto.com/mx

Por lo tanto, puede utilizarse para introducir pequefias inserciones o
deleciones en el sitio de la ruptura, un resultado que puede ser ‘
explotado para interrumpir un gen diana. Alternativamente, si se
proporciona un ADN de donante homoélogo disefiado por el
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Nucleasas de dedos de zinc

investigador en combinacién con las ZFN, la informacién codificada
en esta plantilla puede usarse para reparar, dando lugar de este modo
a la correccién génica (Fyodor, 2010).

Demostrando con lo anterior, que su utilizacién era factible en las
células iPS, que tienen un tnico potencial terapéutico y de desarrollo
para formar diversos tipos de células, y por lo tanto, serfa importante
para cualquier esfuerzo futuro en terapia celular ex vivo (Takahashi,
2006). Jiang utiliz6 1IPSC de un paciente masculino portador de
sindrome de Down. En un solo paso integré, el transgén XIST
controlado con doxiciclina en el cromosoma 21 y un transgén que
portaba el componente de control de la doxiciclina (rtTA) en el
puerto seguro del cromosoma 19 AAVSI1, cuya interrupcién no
produce efectos adversos conocidos (DeRelver, 2010).

XIST +Dox
Down’s —> . —: . —: .
syndrome . . . .‘ . '
patient 1 k
Fibroblast Trisomy 21 D XIST Chr 21 Barr

iPS cell body

Llustracion 24. Insercion de Xist por medio de nucleasa
dedo de zinc. Jiang 2013.

Resultando positiva en el 98,5% de las colonias en la presenia de Xist
superponiendo uno de los tres alelos DYRK1A, a través de
modificaciones en las condiciones de edicién, obtuvieron subclones
con Xist integrado en dos o incluso los tres alelos de DYRK1A
(Jiang, 2013).

63



Induccion del RNA de Xist a
corpusculo de Barr de
cromosoma 21

XIST genomic DNA & E5 E4 E3

e———
Full-length XIST cDNA ™, ==l

Donor: pTRE3G-XIST

Chromosome 21 5 E1 ..:'"""%.. __~~""E2 E3E4 ESE6E7E8 E9E10 E113
DYRK1A locus * A S " '5kb

ustracion 25. Insercion de Xist en un cromosoma 21.

Jiang, 2013

En los seis clones independientes, se indujo la expresion del transgén
y se detect6 ARN Xist tres dfas mds tarde por medio de FISH. Se
observé en mas del 85% de las células un “territorio” de ARN Xist
localizado sobre cromosoma 21. A los cinco dias de la induccién de
Xist observaron que el cromosoma 21 modificado presentaba marcas
de heterocromatina incluyendo H8K27Me3, UbH2A y H4K20Me en
90% -100% de células (Jiang, 2013).
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Para medir la transcripcién general a través de los XIST dirigidos al
cromosoma 21, analizaron el nacleo heterogéneo de ARN (hnRNA)
de expresién y para distinguir los cromosomas X inactivos de los
activos (Hall, 2002), basado en la hibridacién in situ con el ARN de
repeticiéon CoT-1. Esto demostré que el territorio ocupado por el
ARN de Xist del cromosoma 21 se redujo por hnRNA, esto fue
detectado por CoT-1, similar a la inactivacién cromosoma X (Hall,
2002).

A continuacién utilizaron ARN FISH de varios colores para
determinar la presencia de focos de transcripcién en cada alelo para
sels genes especificos del cromosoma 21, un enfoque que demostré
discriminar genes activos frente a silenciados en el cromosoma X
(Clemson, 1996). Sin la expresiéon de XIST, hay tres tfocos brillantes
de transcripciéon en cada alelo DYRKI1A, pero después de la
expresion de XIST, el alelo diana se vuelve mas débil o indetectable,
indicando supresién de DYRK1A (Jiang, 2013).

Se examinaron cuatro locus de XIST: I'TSN1, USP25, CXADR y
COL18A1. En los cuales se observé el silenciamiento en el 100%de
las células que contienen ARN XIST. También se encontré que los
clones que transportaban XIST en dos o tres copias del cromosoma
21 después de 20 dias en doxiciclina la mayorfa o todas las células
habian perdido la localizacién o la expresiéon de XIST sin silenciar el
gen APP. Demostrando asf, que hay seleccién in vitro y adaptaciéon
epigenetica para evitar la creacién de una monosomia funcional de
acuerdo a lo que se observa en las células monosomicas en pacientes
mosaico (Jiang, 2013).

Inicialmente, hay tres focos brillantes evidentes de transcripcién de
ARN. La expresién de XIST a corto plazo dio como resultado una
represiéon incompleta del alelo diana; Que después de 20 dias fue
completamente silenciado (Jiang, 20013).



Silenciamiento y metilacion del
genoma

YT — Al demostrar que es posible el
x silenciamiento  de  alelos
D: Clonel1 Clone 2 [Clone 1 Clone 2 especiﬁcos, Como eS e]. CaSO

del gen APP, se extendi6 este
genoma a todo el perfil de
t BT expresion. Con doxiciclina

_____

durante tres semanas, se

observo que en el cromosoma
llustracion  26. I 21 hay una represion del 95%
stlenctamiento en células diana. de los genes expresados

Jiang, 2013 (Jiang, 20013).

La trisomia 21 puede afectar las
vias de expresién del genoma, pero las diferencias atribuibles a la
trisomia 21 se confunden por la variabilidad genética y epigenética
(Yahya-Graison, 2007). Ademas del silenciamiento transcripcional,
la inactivacién de X se estabiliza por la hipermetilacién de las islas
CpG promotoras.

Ademads del silenciamiento transcripcional, la inactivacién de X se
estabiliza por hipermetilacién de las islas CpG promotoras
(Csankovszki, 2001) que ocurre tarde en el proceso de silenciamiento,
el 97% de los genes que contienen islotes CpG exhibieron un fuerte
aumento en la metilacién del promotor del ADN, dentro del rango
de lo observado para la inactivacién de X (Cotton, 2011). Este cambio
barrié todo el cromosoma, con la interesante excepcién de un pufiado
de genes que "escapan" a la metilacién en ambos clones (Jiang, 2013).
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_Correccion fenotipica in vitro

La compensaciéon de la dosis para contrarrestar del desequilibrio
cromosémico presenta un nuevo paradigma, con oportunidades para
avanzar en la investigacién del sindrome de Down en multiples
direcciones, incluyendo un nuevo medio para investigar las
patologfas celulares de este sindrome, que son en gran parte
desconocidas. La induccién del silenciamiento de la trisomfa 21 en
cultivos paralelos de células por lo demés idénticas puede revelar
patologfas celulares debidas a la trisomia, que podrian estar ocultas
por diferencias entre aislamientos celulares. Se examiné la
proliferacién celular y la formacién de roseta neural para buscar un
impacto en el fenotipo celular (Jiang, 2013).
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Hlustracion 27. Correccion trisonomica”. Jiang, 2013

Hay evidencia acerca de deterioro proliferativo en el cerebro de los
sujetos con sindrome de Down (Haydar, 2012); Sin embargo, se ha
observado que esto varia en las muestras de fibroblastos zz vitro. Esto
se resolvié cuando se compararon cultivos celulares idénticos, con y
sin doxiciclina durante una semana. La induccién de XIST en seis
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subclones transgénicos independientes resulto en colonias mas
grandes y mds numerosas en solo 7 dfas. Asf, un deterioro
proliferativo ligado a la sobreexpresién del cromosoma 21 puede ser
rapidamente mejorado mediante la compensacién de dosis (Jiang,
2013).

Se diferenciaron las iPs obtenidas de sindrome de Down en células
troncales neuronales, 12 dias después de la induccién neural de
cultivos ya contluentes, comenzaron a formar rosetas neurales y dos
dias después estaban repletas, esto fue confirmado por PAX6 y
SOX1, en paralelo, los cultivos no inducidos con XIST siguieron sin
mostrar rosetas neurales. Los cultivos no corregidos requerfan 5 dias
mas en medios de induccién neural para igualar a los otros cultivos.
No hubo efecto de la doxiciclina sobre la neurogenesis de la linea
parental.



Ceélulas troncales

i

La teorfa de la divina proporcioén y los fractales nos habla de que toda
particula forma parte de un algo y ese algo es la parte de un complejo
superior que es la parte de otro que lo supera en magnitud, o sea, que
nuestro Universo y nosotros mismos estamos determinados, sin
lugar a dudas, esto se aplica a cada parte de la naturaleza, y es asf
como nos encontramos con los atomos que forman la materia viva:
carbono, hidrégeno, oxigeno nitrégeno, azufre y tésforo; la unién de
estas pequefias particulas forma moléculas como las bases
nitrogenadas (adenina, guanina, citosina y tiamina) que se unen en
pares de bases que componen la doble hélice del ADN que sigue
enrollandose hasta formar histonas que a su vez crean a los
nucleosomas, estos ultimos son la unidad fundamental de los
telémeros que forman el cromosoma, y como bien sabemos estas
pequenas partes son componentes fundamentales del ntcleo celular,
a pesar de que hemos escalado en niveles de composicién, hasta
encontrarnos en uno en el cual la estructura tiene la capacidad de
sobrevivir por s{ misma, aun no es visible al ojo humano. La unién de
las células va escalando, formando tejidos, 6rganos y aparatos hasta
llegar a crear a un ser vivo tal como lo percibimos.

Antecedentes de las células
troncales

La importancia de estudiar las células troncales o mesenquimales, se
debe a su capacidad para diferenciarse a distintos linajes, lo cual
atrajo el interés de los cientificos hacia sus métodos de obtencion,
aislamiento y cultivo. Estas células, también llamadas Stem Cells
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fueron descritas por primera vez en 1868, por el biblogo alemén
Ernst Haeckel, quien influido por las ideas del Darwinismo se valia
de la esquematizacién por medio de arboles para representar la
evoluciéon de los organismos de un ancestro en comin, a estos los

Nlamé STAMMBAUME “Arbol Genealdgico” (Haeckel, 1874).

Siguiendo esta misma linea, decidi6 usar el término
STAMMZELLE, para asi describir que cada organismo unicelular
proviene de un ancestro del que se suponen los organismos
multicelulares evolucionaron. En la tercera edicién de su libro,
Haeckel da un gran salto de la evolucién a la embriologia donde
propuso que un 6vulo fertilizado podria ser llamado como Stem cells,
este término lo emple6 para determinar 2 premisas: el ancestro
unicelular del cual todos los organismos multicelulares provienen y
cémo el 6vulo fertilizado da origen a todas las células del organismo.
El término célula troncales o stem cell era referido a lo que hoy en dfa
empleamos para células germinales (Ramalho- Santos &
Willenbring, 2007).

Basado en los estudios de Haeckel y Boveri, Wilson popularizé el
termino stem cell por medio de su libro “The cell in development and
inheritance” (Willson, 1896).

Maximow, Neuman y Dantschakoff, a principios del siglo XX,
comenzaron a usar el término stem cell para referirse a un precursor
comin del linaje sanguineo, localizando este término en articulos
hematopoyéticos (Ramalho- Santos & Willenbring. 2007).

El descubrimiento de las MeSenchymal Stem Cell (células troncales
mesenquimales) se le atribuye a Friedenstein que comenzé sus
trabajos mediante la observacién de un reservorio de células
troncales mesenquimales provenientes del estroma de medula dsea
adulta. La aislé mediante la recoleccién de medula 6sea, demostrando
asf que contenfa poblaciones celulares capaces de auto mantenerse y



diferenciarse (Friedenstein, 2010). También describié un tipo de
célula no hematopoyética presente en la medula 6sea capaz de formar
colonias fibroblésticas iz vitro. Estas células fueron llamadas “UFC-
I” (unidades formadoras de colonias fibroblasticas).

Las STEM CELL o células troncales son células no especializadas,
que tienden a auto replicarse o renovarse después de un trauma, dafio
o envejecimiento. Estas células muestran una habilidad para dar
origen a una variedad de diferentes tipos celulares encontrados en
capas embriolégicas germinales (Pittenger et al., 2012).

La renovacién de las poblaciones celulares se debe a la existencia, en
todos los tejidos y érganos, de una poblacién de células que no estan
terminalmente diferenciadas, y que todavia tienen una capacidad
proliferativa ilimitada, estas son las células troncales (Baker, 2008).

Clasificacion de acuerdo a su potencialidad
(Smith, 2006)

Células troncales totipotentes

Del latin totus que significa “completo”. Este tipo de células tienen el
potencial para generar a un individuo completo, tanto tejidos
embrionarios (ectodermo, mesodermo y endodermo) como
extraembrionarios (saco vitelino, alantoides, amnios y corion). Estas
células se originan cuando el espermatozoide fertiliza el ovocito
formando una célula diploide que se conoce como cigoto (René et al.,,
2007)



Células troncales pluripotentes

Del latin plures que significa “muchos o varios”. Este tipo de células
tiene la capacidad de diferenciarse en cualquier tipo de tejido
humano, excepto el tejido extraembrionario. Estas células originan a
las células precursoras de las tres capas embrionarias: mesodermo,
ectodermo y endodermo.

Un requisito a cumplir para formar parte de esta categoria es que la
célula debe ser capaz de diferenciarse a progenitores especializados
procedentes de cualquier capa embrionaria, demostrando su
tuncionalidad i vitro e in vivo de las células en las que se ha
diferenciado, produciendo un establecimiento claro y persistente de
estas en el tejido diana, tanto en presencia como en ausencia de dafo
en los tejidos en los cuales se injerta (Nifio & Carlos, 2005).

Células troncales multipotentes

Del latin multus que significa “muchos”. Este tipo de células
proliferan para crear células diferenciadas que forman algun tejido iz
vrvo. Pueden dar origen a distintos tipos celulares siempre y cuando
pertenezca a la misma capa embrionaria. Una vez desarrolladas, estas
se renovaran durante toda la vida del individuo a diferencia de las
dos anteriores que solo estdn presentes durante la etapa embrionaria
(Aguilera, 2015).

Células troncales oligopotentes

Del griego oligo que significa “poco”. Este tipo de células tiene la
capacidad de diferenciarse en dos o mas linajes dentro de un tejido
(Mateos Rojas, Bertholdo, & Castillo, 2012).



Células troncales unipotentes

Del latin unus que significa “uno”. Este tipo de células son especificas
de un tejido, lo que quiere decir que corresponden a las células que
se diferencian a una sola linea celular. Se les nombra progenitoras,
segun el tipo de 6érgano o tejido al que dan origen n vivo. (René et
al., 2007).

Clasificacion de acuerdo a su origen (Mata-
Miranda, Vazquez-Zapien, &Sanchez-Monroy,
2013)

Células embrionarias

Son células pluripotentes derivadas de la masa celular interna del
blastocito que se replica continuamente en un estado indiferenciado.
Son capaces de diferenciarse hacia todos los linajes celulares zn vivo
y a muchos tipos de células in vitro (Jiang, 2002).

Células adultas

También llamadas somadticas, postnatales o mesenquimales
(Perdomo, n.d.) células progenitoras, multipotenciales, con capacidad
de auto renovacién, y diferenciaciéon a células especializadas con la
finalidad de reparar lesiones y renovar células seniles.

Presentan la capacidad de alterar drasticamente el fenotipo en
respuesta a los cambios del microambiente en donde se desarrollan
(Acevedo Toro & Cortez Mérquez, 2008). Se ha definido como una
célula especializada dentro de las células de la organizacién de las
células de un tejido especifico de un organismo ya desarrollado, con
capacidad de diferenciacién restringida, Gnicamente es capaz de
generar células del tejido que representa (Jiang, 2002).



Para el presente estudio se realizé énfasis en las células troncales
adultas, multipotentes, debido a su relativa facilidad en la obtencién,
su capacidad de adherencia, de proliferar en cultivos y por su
capacidad de diferenciarse en multiples linajes mesenquimales bajo
condiciones controladas iz vitro (Pittenger, 2012).

El término mesénquima proviene de su origen griego meso que
significa “medio o Infusién” haciendo referencia a las células
mesenquimatosas que proliferan y migran tempranamente en el
desarrollo embrionario de las capas ectodermal y endodermal
(Caplan, 1991).

Las células troncales mesenquimales (MSC’s) son células troncales
adultas que residen en varios tejidos como médula ésea, grasa y
musculo, estas células poseen la habilidad de proliferar y
diferenciarse en linajes especificos de la capa germinal mesodermal
(Xiao, Peperzak, van Rijn, Borst, & de Bruijn, 2010). Estas células
constituyen una poblacién heterogénea de células estromales
multipotentes que proliferan iz vitro adheridas al plastico, poseen
morfologia semejante a la de los fibroblastos capacidad para formar
colonias y potencial de diferenciacién hacia diversos linajes (Uccelli,
Moretta, & Pistoia, 2008).

Morfolégicamente estas células se caracterizan por poseer cuerpos
pequefios, prolongaciones largas y estrechas, con apariencia
fibroblastoide o ahusada, poseen ntcleos prominentes, redondos y
numerosas mitocondrias (Ozen et al., 2014).



Los requerimientos minimos necesarios para que una célula sea
considerada mesenquimal son los siguientes.

e Adherencia al plastico.
e Expresion de antigenos de superficie.

e Capacidad de diferenciacién hacia diferentes linajes.

El primer requisito que estas células deben presentar es la
adherencia al plastico en condiciones estdndares de cultivo, puesto
que a la observacién en el microscopio 6ptico invertido estas células
deberdn presentar morfologia alargada y fusiforme, parecida a la de
los tibroblastos.

Como segundo requisito, la presencia de un fenotipo o marcadores
especificos positivos iguales o mayores a 95% y otro negativo iguales
o menores al 2%, estos marcadores especificos son (Dominiccl et al.,
2006) (véase tabla 2).

Siendo estos los marcadores de membrana que sefiala Maximo
Dominicci, no obstante se han encontrado reportes en la literatura
clentifica otros marcadores especificos como (Lee et al., 2014,
Gonsalves, Lobato da Silva, Cabral, Zanjani, & Almeida-Porada,
2006, Ponta, Sherman, & Herrlich, 2003) (véase tabla 3).



Expresion de antigenos de superficie

Positivos Negativos

CD75 CD14

CD95 CD11b

CD105 CD34
CD45
CD73
CDvo
HLA-DR
CD79
CD19

Tabla 2 Maracadores de membrana Dominiccu.

Positivo Negativo

e STROI1 e CD14

e CD2s e (CD31

e CD44 * CDss

e CD59 ° 81349;1
. 49

e CD73 e CD51

e CD90 e CD54

e CD166 e CD71

e MHC1 e CD106

e ALFA-SMA e CD133

e VIMETINA e MHCII
e CYTOKERATINA
e DESMINA

Tabla 3. Tabla de marcadores de membrana (Lee et al., 2014, Gonsalves, Lobato
da Stlva, Cabral, Zanjani, & Almeida-Porada, 2006, Ponta, Sherman, & Herrlich,
2003)
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Caracteristicas de las células
~troncales mesenquimales

Capacidad de diferenciacion

El tercer requisito es la multipotencialidad hacia linaje osteogénico,
condrogénico, neurogénico y adipogénico, también hay otros linajes
a los que se le puede diferenciar, estos son linaje miogénico, linaje
hepético y pancredtico. Estas células deben de tener la capacidad de
diferenciarse hacia los linajes correspondientes mediante condiciones
especificas y los inductores correctos

LINAJE INDUCTORES REFERENCIA

(Bunnell, Estes, Guilak, & Gimble,

2008; Coelho & Fernandes, 2000;

Dexametasona, B- Langenbach & Handschel, 2013;

Osteogénico glicerol ~ fosfato vy McCulloch & Tenenbaum, 1986;

Acido Ascérbico. Mostata et al., 2012; J.-B. Park, 2012;
Solchaga, Cassiede, & Caplan, 1998)

Insulina, acido; F{Adegre, Aguarén’ et al.,© "2012;
Condrogénico ascérbico, TGFB1, Brittberg et al., 1994; Brohem et al.,

transferrina 2013; Bunnell et al., 2008)

Acido valproico, (Bunnell et al., 2008; Karaoz et al,,
Neurogénico  hidrocortisona, KCL, 2009; Zuk et al, 2003; Zuk, PA,

BHA, insulina, 2001)

toskolin,

mercaptoetanol,

IBMX, indometacina.
(Brohem et al., 2013; Bueno et al,,
2009; Bunnell et al.,, 2008; Chase,

Adipogénico  Insulina, metil- Rao, & Vemuri, 2011; Huang, Chen,
1sobutil-xantina, Lin, Shieh, & Chan, 2008; Tan et al.,
hidrocortisona, 2013; Zuk et al., 2003; Zuk, PA,
indometacina 2001)

Tabla 4 Multipotencialidad de las células mesenquimales
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Las células troncales mesenquimales poseen caracteristicas que
sirven para distinguirlas de las demds células y estas son: plasticidad,
capacidad inmunomoduladora y capacidad para migrar a un tejido
especifico (Homing).

La capacidad de estas células de tomar diferentes formas al tejido
original tanto z wvivo como n vitro se le ha denominado como
“plasticidad” (Bianco, Riminucci, Gronthos, & Robey, 2001). En este
término aplica las siguientes sinonimias: metaplasia o
transdiferenciacion (Maria, Khosravi, Mezey, & Tran, 2007; Tosh &
Slack, 2002).

Al decir que las células troncales mesenquimales poseen capacidad
inmunoreguladora se hace referencia a que estas células son capaces
de eludir al reconocimiento del sistema inmunitario o inhibir
respuestas de origen Inmunitario, en principlo porque inhiben la
proliferacién de linfocitos T (CD4 y CD8) ya que las deja paralizadas
en la fase GO del ciclo celular, mas no las destruye. Este efecto
iInmunosupresor se magnifica cuando hay un contacto de célula con
célula, esta atraccion se lleva a cabo debido a la alta concentracién de
quimiocinas liberadas por el linfocito T (R. Haddad & Saldanha-
Araujo, 2014).



Ademds inhiben la maduracién de monocitos y de células
progenitoras hematopoyéticas (CD34) hacia células dendriticas.
Estas células dendriticas poseen un rol fundamental en la
presentaciéon de los antigenos a los linfocitos T CD4, durante la
maduracién de células dendriticas, estas adquieren la expresién de
moléculas coestimuladoras e incrementan la expresién de las
moléculas de MHC (Major Histocompatibility Complex) de clase I y 11
que conforman el denominado sistema HLA (Hwuman Leukocite
Antigen), (Rodriguez, Cabrera Galvan, & De Leén Delgado, 2015)
Estas células dendriticas incubadas con células troncales
mesenquimales inhiben la expresiéon de MHC y la produccién de
interleucina 12 (IL-12). Disminuyendo el potencial inflamatorio de
las células dendriticas debido a la inhibicién de la produccién de
factor de necrosis tumoral (TNF), (Uccelli et al., 2008). Las células
troncales mesenquimales inhiben la proliferacién de linfocitos B,
inhiben la produccién de citoquinas de estas células, al igual que
inhiben la actividad citotéxica de células NK (Natural Killers) y su
proliferacién (Gebler, Zabel, & Seliger, 2012; Uccelli, Moretta, &
Pistoia, 2006).

Es el proceso por el cual, las células migran a los érganos diana o
sitio de lesién, dicha capacidad migratoria es dependiente de los
receptores de quimiosinas, tales como CCR1, CCR7, CCR9, CXCR4,

CXCR5, CXCR6, CXCR12 y moléculas de adhesién como integrin-
alfa4, VCAM e ICAM, las cuales juegan un rol en la movilizacién de



Propiedades de las ceélulas

troncales mesenquimales
B0 IS Wt I, R AR S e s W ARE A SENT S e MR s i g B B

las células mesenquimales, estas células se movilizan hacia los tejido
diana por medio de una combinacién de sefiales moleculares del sitio
de lesiéon dependientes a un gradientes de concentracién, a este
fenémeno se le conoce como quimiotaxia (Sohni & Verfaillie, 2013).

Localizacion de las células
troncales mesenquimales

Los tejidos adultos poseen reservorios de células troncales los cuales
contribuyen al mantenimiento y la regeneracién, estas células
mantienen una afinidad por circundar vasos sanguineos por lo que
pueden ser consideradas como “pericitos” (Doherty et al., 1998).
Estas células se encuentran principalmente asociadas a estructuras
de tejido conectivo.

Algunos de eso tejidos son los siguientes: tejido adiposo, médula
6sea, sangre periférica y de cordén umbilical, higado, tendones,
membrana sinovial, liquido amniético, musculo esquelético, gelatina
de Wharton (Baksh, Song, & Tuan, 2004).
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Las células troncales mesenquimales provenientes de estructuras
estomatolégicas también son una fuente o un recurso prometedor
para la obtencién de este tipo de células ya que estas pueden auto
renovarse y producir diferentes tipos celulares (Emoke et al., 2012).

Ceélulas mesenquimales de
ligamento periodontal

Las células mesenquimales del ligamento periodontal (PDLSCs) han
demostrado poder desarrollar otros linajes celulares como
cementoblastos, adipocitos y células de coldgeno tanto iz vivo como
mn vitro (Seo et al., 2004).

Hustracion 28. Cultivo de PDLSC a los 4 9 y 14 dias. Park 2011
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Ceélulas mesenquimales de papila

aBical

Las células mesenquimales de papila apical (SCAP) han reportado la
capacidad de diferenciarse a tejido osteogénico y odonotogénico
(Kamata, 2004). Sonoyama (2006) realiz6 la caracterizacién total de
estas células que demostraron tener una mayor actividad para
diferenciarse hacia diferentes linajes como son el adipogénico,
condrogénico, osteogénico y dentinogénico.

Hustracion 29. Celulas mesenquimales
papz'la,. Fotos Laboratorio de Ingenieria
Tisular y Medicina Traslacional.

Ceélulas mesenquimales del
germen dental

Las células mesenquimales del germen dental (hTGSCs) han
demostrado la capacidad de diferenciarse en osteogénico,
adipogénico y neurogénico (Yalvac, 2009).
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Ceélulas mesenquimales del
follculo dental
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Las células mesenquimales del
foliculo dental (DFPC) han
reportado su integridad en
cultivo durante al menos 15
pasajes y capacidad para
diferenciarse en
cementoblastos iz vitro y de
formar cemento n wvivo. Las

células del foliculo dental
tienen la capacidad de formar Lustracion 30. Celulas mesenquimales de

ligamento periodontal después foliculo dental a 14 dias. Brizuela 2013

de la implantaciéon m vivo
(Morsczeck, 2005).

Células mesenquimales de la
mucosa oral

Las células mesenquimales de la mucosa
oral (GMSC) fueron aisladas por primera
vez en 20138 por Yang, que describi6 su
capacidad de formar colonias clonogénicas.
Estas células cuentan con la capacidad de
auto renovacién y formacién de tejido |y S T
conectivo, asi como tfunciones mesenquimales la  mucosa
inmunoreguladoras (Geetanjali, 2010). oral a 14 dias. Brizuela
2018

83



células mesenquimales de pulpa
_dental

Las células mesenquimales de pulpa dental (DPSCs) fueron aisladas
por primera vez a partir de terceros molares permanentes en el 2000
por Gronthos presentando un potencial de diferenciacién para otros
tejidos in vitro tales como: odontoblastos, adipocitos, condrocitos y
osteoblastos. En estudios iz vitro de DPSCs se ha demostrado
producir nédulos de calcificacién y en
estudios n wvivo, pueden formar
tejidos semejantes a la dentina con
una forma irregular (Gronthos,
2000).

Para la obtencién de este tejido se
ha wutilizado diferentes dientes
como es el caso de los terceros
molares, dientes supernumerarios,
dientes que por alguna indicacién

Llustracion 32. Celulas

ortodoncia  tengan  que  ser
extraidos y dientes temporales
proximos a exfoliarse o con raiz .

mesenquimales la mucosa oral a
14 dias. Brizuela 2013

La principal diferencia de la pulpa

dental de temporales y dientes permanentes es que estos tltimos no
pueden producir el complejo dentino-pulpar. Diversos estudios
refieren que las células obtenidas de dientes temporales (SHEDs)
tienen una mayor capacidad de diferenciarse en una variedad de tipos
celulares, mayor tasa de proliferacién en comparacién con DPSCs,
afirmando que son un tejido més inmaduro, y con una clara ventaja
ya que ofrecen la recoleccién de células mesenquimales sin dolor con
minima invasién, ya que se recuperan de un tejido considerado
desechable y de ficil acceso (Miura et al., 2003).
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Embriologia e histologia

de la pulpa dental

i

Los dientes tienen su origen en dos de las tres capas blastodérmicas
primitivas, el ectodermo y el mesodermo, donde desarrolla un
importante papel el ectomesénquima, o mesénquima migrado a la
mandibula o maxilar desde las crestas neurales (Lumsden AG, 1988).
Las células de la cresta neural tienen su origen en el ectodermo a lo
largo de los bordes laterales de la placa neural y migran en forma
extensiva. La porcién ectodérmica dard lugar al esmalte, mientras
que las células mesenquimales daran lugar a los tejidos
mesodérmicos: dentina, pulpa y cemento (Bergenholtz G y cols,,
1985).

La papila dental, de la cual se origina la pulpa madura, se desarrolla
a medida que se da la proliferacion de las células
ectomesenquimaticas, y cuando estas se condensan en la vecindad de
la ldmina dental en los sitios en los cuales se desarrollardn los dientes.
(Cohen, 2008).

El primer indicio de la formacién de los dientes comienza en la
tercera semana de vida embrionaria, y se puede estudiar desde dos
puntos de vista:

e Morfogénesis en esta fase ocurre el proceso de formacién del
patrén que constituiré la corona del diente y luego la formacién
del patrén que constituird la raiz dentaria

e Histogénesis o citodiferenciacion, en esta fase ocurre el proceso
de formacién de los tejidos dentarios: el esmalte, la dentina y la
pulpa a partir de los patrones de la corona y la raiz dentaria

Hacia la sexta semana de vida intrauterina las cuatro zonas

4

odontogénicas maxilares se unen formando una ldmina dental '
A ‘



continua y las dos zonas odontogénicas mandibulares se fusionan
por la linea media. Estos campos se conocen como los arcos
epiteliales. Los dientes comienzan la invaginacién de la ldmina
dental en el mesenquima subyacente, que se encuentra en el borde
libre de cada arco.

Estadio de Brote

Después de la lamina dental, un pliegue divide los carrillos y los
labios de los arcos dentarios. La lamina dental comienza a mostrar
sitios de actividad mitética produciendo brotes dentarios esto es
producto de la proliferacion de las células de la 1dmina dentaria del
germen, estd constituido por células peritéricas cuboides y células
centrales o internas poligonales.

Estadio de casquete

Hacia el final de la octava semana, aparece una concavidad en la
superficie profunda del brote. El diente esta en la etapa de casquete,
el epitelio dentario se va agrandando y proliferando en los tejidos
conectivos especializados mas profundos, hay mayor actividad en las
células contiguas con el brote dentario ectodérmico. Zonas de
densidad celular aumentan originando eventualmente a las porciones
no adamantinadas del diente y su matriz periodontal (Bergenholtz
G. y cols., 1985).



En este estadio el germen dentario esté constituido por:

e Organo del esmalte: de origen ectodérmico, dard origen al
esmalte dentario, conformado por epitelio dental externo,
epitelio dental interno y reticulo estrellado.

e Isbozo de la papila dentaria: de origen ectomesenquimaético, se
ubica por debajo del érgano del esmalte y dard origen al
complejo dentinopulpar.

o isboze w ddes ssaeos o S foliculos: ~dentario: " de’ = origen
ectomesenquimatico que rodea a todo el germen dentario, dara
origen a los tejidos de soporte del diente.

Estadio de campana

Esta wltima inicia alrededor-de las 'semanas 14 a 18 ‘de: vida
intrauterina y se divide en dos.

Representa el agrandamiento del tamafio total del germen dentario
y la profundizacién de su superficie. Las células en el centro
segregan un mucopolisacarido 4cido en el espacio extracelular entre
las células epiteliales que cubren al germen, lo que resulta en una
atraccién del agua y un agrandamiento del germen. Una zona de las
células estriadas pero interconectadas, el reticulo estrellado, se
produce en el centro del germen. Las células epiteliales préximas a
la papila se desarrollan en una capa de células productoras de
esmalte, el epitelio dentario interno, las células epiteliales a lo largo
del filo conductor del germen forman el epitelio dentario externo,



que eventualmente da origen a la cuticula dental. En este estadio se
observan las siguientes estructuras en el germen dentario:

° ()rgano del esmalte: epitelio dental externo, reticulo estrellado,
estrato intermedio, epitelio dental interno, asas cervicales y
membrana basal

e Papila dentaria

e Saco o foliculo dentario: capa celulovascular y capa fibrilar

Es la altima etapa en el proceso de morfodiferenciacién coronario y
es donde logra evidenciarse el proceso de citodiferenciacién, por
consecuente el inicio de formacién de los tejidos duros del diente.

La diferenciaciéon de los odontoblastos productores de dentina en la
papila dental es iniciada por las células vecinas el epitelio interno. La
formacién del esmalte no puede ocurrir hasta que se haya depositado
la correcta cantidad de dentina. En la zona de la curva cervical las
células vecinas de los dos epitelios se constrifien progresivamente
alrededor de la papila dental para dejar solo una pequefia abertura,
que se convertird en el foramen apical. Por este proceso de
histodiferenciacién, una masa de células epiteliales derivada del
ectodermo se diferencia progresivamente en los componentes del
diente que determinan la forma de la corona iniciando la formaciéon
dentaria y del esmalte.

Después de esta cuarta etapa, el germen dentario queda constituido
de la siguiente forma:

El 6rgano del esmalte se reduce a nivel de los bordes incisales o en
el caso de los dientes posteriores, en las zonas donde estaran las
tuturas cuspides, convirtiéndose en una estructura parecida a un
epitelio.



A nivel del tercio medio del germen dentario se mantiene el reticulo
estrellado y el epitelio dental externo.

A nivel de la unién entre el epitelio dental interno y el epitelio dental
externo se inicia la formaciéon del modelo radicular, por lo que la
estructura anteriormente llamada asa cervical se convierte en vaina
radicular de Hertwig (Ferraris, 2009).

La pulpa es un tejido conjuntivo laxo compuesto de células, fibras
coldgenas y reticulares, sustancia fundamental, vasos sanguineos y
nervios. Es la forma madura de la papila dentaria y el tnico tejido
blando del diente (Bergenholtz G. y cols., 1985).

Mientras que las células periféricas se diferencian hacia
odontoblastos, el resto se diferencian hacia fibroblastos, lo que
supone un grado de diferenciacién mucho menor. Muchas de las
células mesenquimales permanecen indiferenciadas una vez
finalizada la odontogénesis, conservando su potencial de
diferenciacién (Bergenholtz G. y cols., 1985). Se pueden diferenciar
4 zonas en la pulpa dental:

e Zona odontoblastica en la periferia: justo debajo de los
odontoblastos se encuentran las células de Hohl, que son
preodontoblastos (Sinanan y cols., 2004).

e Zona acelular o zona de Weil por debajo de los
odontoblastos, esta zona es pobre en células y rica en
coldgeno.

e Zona muy rica en células adyacente a la capa anterior.

e Zona central, donde estan presentes los nervios y vasos

(Bergenholtz G. y cols. 1985).



Después de la erupcién dental, la dentina reparativa se forma por
odontoblastos en respuesta a erosién mecédnica o a degradacién
causada por bacterias (Kitamura y cols., 1999; Smith y Lesot,
2001). Estos odontoblastos surgen de la proliferaciéon y
diferenciaciéon de células precursoras que residen concretamente
en la zona celular de la pulpa dental, alrededor de la zona
perivascular (Ruch, 1998; Tecles y cols., 2005).



Metodologia

i

Criterios de inclusion

Durante el desarrollo de esta investigacién se obtuvieron dientes
temporales de sujetos con sindrome de Down donados por clinicas
particulares, contando con el consentimiento informado por los
tutores para la donacién de los dientes.

Los dientes seleccionados para esta investigacién fueron aquellos que
cumplieron las siguientes caracteristicas:

e dientes temporales de sujetos con sindrome de Down
e dientes sin presencia de lesiones cariosas

e solo se aceptaron las donaciones de dientes de aquellos
pacientes que contaban con su historia clinica debidamente

llenada y su consentimiento informado firmado'®.

Recursos

Anestesia
e Benzocaina 20 mg (Zeyco)
e Lidocaina al 2% con epinefrina 1:100 000 (Zeyco)
e Jeringa carpule
e Agujas

15 Ejemplo de consentimiento informado véase el anexo 1
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Foérceps infantil
Pinzas de mosco largas
Gasas estériles

Tubos de 15 ml estériles

Medio de transporte (solucién fisiolégica con Penicilina 1000
U/ml, Estreptomicina 1mg/ml y Anfotericina B 2.5mg/ml al
10%)

Solucién antibidtico-antimicético (Sigma-Aldrich)

Cucharilla para dentina #5
Micropipetas (10, 100, 1000 pl Boeco)
Puntas para Micropipetas (Biologix)

Cabina de bioseguridad con flujo laminar (Telstar Bioadvanced
IT)

Méquina de centrifuga (Sigma modelo 2.15 KL)

Propipeta o Pipeteador (S1 Pipet Filler Thermo Scientifics)
Micropipetas (10, 100, 1000 pl Boeco)

Pipetas Serolégicas (TPP)

Puntas para Micropipetas (Biologix)

Cajas de cultivo estéril de 25 cm? Tipo Falcén (Nunclon™
Surface).

DPBS (Sigma-Aldrich)
Medio de cultivo DMEM (Biowest)
SEB (suero fetal bovino, Biowest)
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Seleccion de dientes

Para obtener los dientes que se utilizarfan como objeto de estudio en
esta investigacién se visitaron diversas instituciones educativas
particulares asf como Centros de Atencién Multiple (CAM) con la
tinalidad de crear un acercamiento a los pacientes con sindrome de
Down y sus familiares. De estas visitas se obtuvo el contacto de
diversos consultorios particulares en los cuales los pacientes con
sindrome de Down asisten para recibir atencién odontolégica.
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Ilustracion 34. Fundacion Mosaico
Down. Evento deportivo Six flags
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Llustracion 85. CAM Indios Verdes.  Illlustracion 36. Fundacion Todos
Jornada de salud Somos Iguales. Cuautitlan Izcalli,
Edo. Mex
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Se asisti6 a la Fundacion DUE A.C. (Ciudad de México), lugar que
brinda servicio odontolégico y psicopedagdgico a pacientes con
diversas discapacidades incluidos los pacientes con trisomfa 21. El
proceso de desensibilizacién para la consulta odontoldgica esté
basado en el modelo psico-odontolégico SANPE el cual consta de
sels sesiones en conjunto con un psicélogo que se encarga de reducir
el nivel de estrés y ansiedad que presente el paciente en el
acercamiento a la unidad dental y durante el primer contacto con el
instrumental. Durante la primera sesién dentro del modelo SANPE
se realiza la historia clinica médica y psicolégica.

La recoleccién de muestras dentales se realizé en dos momentos
distintos con un mes de diferencia entre ellos, esto es debido a la
disponibilidad de horarios de los pacientes donadores y del
consultorio dental particular.

Para el acondicionamiento del paciente previo a la extraccién dental
se aplic6 por medio de una torunda de algodén Clorhexidina al 0.12%
en la periferia del diente a extraer.

Al ser dientes temporales préximos a exfoliacién la extraccién dental
se llevé a cabo bajo anestesia tépica con benzocaina de 20mg (Zeyco),
en el caso de los dientes supernumerarios o aquellos que adn
presentaban porcién radicular fueron anestesiados localmente
infiltrando con lidocaina al 2% con epinefrina 1:100 000 (Zeyco)

Una vez anestesiado, se procede a la sindesmotomia, o a la separacién
del tejido periodontal del diente, cuando esta se encuentra con una
reabsorcién que sobrepasa el tercio cervical radicular, solo se
requiere del instrumental de sindesmotomia para realizar la
extraccion. En el caso de que la raiz sobrepase el tercio cervical
radicular se requiere después de la sindesmotomia el uso de férceps,
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estos requieren de movimientos
suaves, buscando estabilidad y
apoyo mediante la sujecién de los
dientes vecinos. El bocado de los
férceps debe colocarse bajo la
unién amelo cementaria. Para la

extraccion de los dientes

deben

movimientos vestibulo-palatinos

anteriores se realizar

y rotacionales.

Transporte de

dientes obtenidos

Posterior a la extraccion del
diente este es colocado en un tubo
de punta cénica de 15 ml con
medio de transporte a una
temperatura de 4 °C para su envid
al Laboratorio Académico de

Ingenierfa Tisular y Medicina

Traslacional, (Clinica
Odontolégica Cuautepec,
UNAM).

Los tubos son identificados con
los datos del paciente, y el diente
obtenido (Incisivo, canino,
mesiodent), posteriormente son
colocados dentro de la hielera
para su transporte.
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Llustracion 37. Foto

Fundacion DUE A.C.

Llustracion 38. Transporte de
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Ingenieria tisular 'y medicina
traslacional.
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Aquellas muestras que de la boca del paciente al tubo de 15 ml
sufrieron alguna contaminacién o tuvieron contacto con algtin objeto
no estéril fueron descartados para esta investigacion.

La preparacién del medio de transporte se realiza dentro de la cabina

de bioseguridad con flujo laminar en una zona de esterilidad, para su
preparacion se requiere solucién fisiolégica a la cual se le agregaron
antibidticos (penicilina 1000 U/ml, y estreptomicina 1mg/ml) y
antifingicos (anfotericina B 2.5mg/ml) con la finalidad de crear un
medio de preservacién profildctica.

Preparacion de dientes donados

Todos los procedimientos de preparacién de medios, aislamiento y
cultivo de la pulpa dental se realizaron en condiciones de esterilidad,
realizando todas las operaciones en una cabina de bioseguridad con
flujo laminar (Telstar Bioadvanced II).

Tlustracion 39. Cabina de bioseguridad con flujo
laminar Laboratorio de Ingenieria tisular Yy
medicina traslacional.
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Una vez llegadas las muestras al

laboratorio se realiz6 un lavado con
medio de transporte y se colocaron en
tubos nuevos, almacenindolos a 4°C
durante cuatro horas, transcurrido el
tlempo se volvieron a lavar
cambiando los tubos y el medio de
transporte y se almacenan durante 24

horas a 4°C.

Transcurridas las 24 horas, se
esterilizé6 el area blanca mediante
limpieza con hipoclorito de sodio y
luz ultravioleta. La cabina de
bioseguridad con flujo laminar fue
esterilizada con etanol al 70% y luz

ultravioleta durante 15 min.

Extraccion de tejido
pulpar

Dentro de la cabina de bioseguridad
con flujo laminar, se procedi6 a la
obtencién de la pulpa dental de su
respectiva corona con la ayuda de la
cucharilla para dentina #5 y las
pipetas, una vez separada la pulpa
dental se coloc6 en un nuevo tubo de

1.5 ml de punta cénica con medio de

transporte.
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llustracion 41. Extraccion de
pulpa denta. Laboratorio de
Ingenieria tisular y medicina
traslacional.
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Cultivo celular

La preparaciéon del medio de cultivo
tue llevada a cabo por el personal
encargado del 4rea blanca dentro del
Laboratorio de Ingenierfa Tisular
para la realizacion de este fue
utilizado DMEM (Biowest) como
base enriqueciéndolo con Suero Fetal

(4
: ‘A/

Bovino (Biowest) y un preparado de
soluciéon antibidtica y antimicOtica |SEF7 RSy 7Ry
consistente en penicilina (1000U/ml), pulpa dental. Laboratorio de
estreptomicina (1mg/ml) VAl [ngenieria tlisular y medicina

anfotericina B (2.5mg/ml), este traslacional.
medio  fue filtrado para su
esterilizacion de manera suave, fluida
y constante.

El tejido pulpar de los dientes
temporales y el tejido ligamentario
que se logré obtener de un diente con
porcién radicular aun presente fueron
cultivados por la técnica de digestion
enzimatica.

Para la realizacion de esta
investigacién se preparé una solucién llustracion 43. Pulpa dental,
enzimdtica con 5mg de colagenasa [SNCIZIAZZ AT Uy I Ul L
(Colagenase from clostridium Ingenieria tisular y medicina
histolyticum, Sigma-Aldrich) y 2mg \(ZERLEELIE

de dispasa (Dispase II, Sigma-
Aldrich) por mililitro de PBS (Dulbecco’s phosphate Buettered
Saline, Biowest).
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Los tejidos pulpares recuperados fueron fragmentados con una hoja

de bisturf #15 y con ayuda de una
cucharilla de 2mm de didmetro. Los
explantes resultantes se
sumergieron en 100 micro litros de
la solucién enzimética y se
colocaron en tubos cénicos o/y
Eppendort individuales de 1.5ml,
debidamente etiquetados, los cuales
fueron  almacenados en la
incubadora durante 20 minutos con
la finalidad de disgregar los enlaces (SRS i R E NP VNS (XN R e
peptidicos de los tejidos dejando Binder. Laboratorio de
solamente las células. Ingenieria tisular vy medicina

Transcurrido el tiempo se lleva a traslacional.

cabo la 1nactivacién de la solucion
enzimética agregando medio de
cultivo. Esta solucién fue
centrifugada a 1000 revoluciones
por minuto durante 10 minutos a
temperatura ambiente.

Se elimina la solucién sobrante del
tubo dejando solo el pellet, para re-
suspenderlo en un mililitro de

Llustracion 45. Caja de cultivo.
Laboratorio  de  Ingenieria
tisular y medicina traslacional.

medio de cultivo que serd sembrado
en una caja de cultivo estéril de 25
cm? Tipo Falcén (Nunclon™
Surface) debidamente etiquetada
marcando el tipo de tejido que contiene y la fecha en la cual fue
sembrado.
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Después de colocados se esperé la adhesion del tejido a la caja de
cultivo durante 10 minutos dentro de la incubadora (Binder modelo
CB150UL), con un ambiente hiimedo controlado al 95% y CO. al 5%
a una temperatura de 37°C. Transcurrido este tiempo se agregd 5ml
de Medio de cultivo.

El medio de cultivo fue reemplazado con la ayuda de una pipeta de
s5ml (Eppendort), por cultivo fresco, a las 24 horas.



Resultados

i

Obtencion de las muestras

La recoleccién de dientes para esta investigacion fue llevada a cabo
dentro de consultorios particulares de manera exitosa por medio de
extracciones dentales simples a pacientes menores de 10 afios los
cuales estan diagnosticados con trisomfa 21. Esta recoleccién se dio
en dos momentos distintos, durante la primera recoleccién se
obtuvieron cinco muestras. La segunda recoleccién se llevé a cabo un
mes después durante la cual se obtuvieron cuatro muestras.

Preparacion de las muestras
para cultivo celular

Para la preparacién del primer bloque se realiz6 la limpieza de las
muestras obtenidas siguiendo la técnica establecida por el
Laboratorio de Ingenierfa Tisular para la obtencién de células
mesenquimales a partir de pulpa dental de terceros molares. En dicha
técnica se establece el uso de una solucién de transporte adicionada
con antibidtico y antimicético al 10%.

Debido a los resultados obtenidos durante el primer bloque, los

cuales se describirdn més adelante, para la segunda recoleccién de

muestras se aumenté el porcentaje de la solucién antibidtica y
antimicdtica en un 5%, manteniendo los valores de tiempo durante

los cuales las muestras obtenidas se mantienen expuestas a esta 4
solucién transportadora.
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tejidos pulpares

Obtencion de las ceélulas
mesenquimales a partir de
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Después de 24 horas del sembrado de los tejidos pulpares se realiz6
cambio de medio de cultivo, durante este procedimiento se
observaron las cajas bajo el microscopio 6ptico invertido con la
finalidad de observar las primeras colonias celulares y evaluar su
adherencia a la superficie pléstica de la caja de cultivo.

Las primeras células del cultivo primario aparecieron tras la primera
semana de cultivo, estas mostraban una morfologia cuboidal, también
se encontraban colonias celulares las cuales mostraban poca
adherencia.

Lustracion 46. Cultivo celular

contaminado. Laboratorio de
Ingenieria tisular y medicina
traslacional.

El primer bloque de muestras obtenidas constaba de las cajas 1 a la
5, las cuales fueron tratadas con la solucién antibidtica y antimicética
al 10% mostraron contaminacién por candida albicansy estreptococcus
a los 10 dfas posteriores al sembrado celular, mientras que las cajas
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Obtencion de las ceélulas
mesenquimales a partir de
tejidos pulpares

del segundo bloque (de la 6 a la 9) fueron tratadas con la solucién de
antimicético y antibiético al 15%. La caja ntmero 8 sufrié
contaminacién celular a las 48 horas de haber sido sembrada
mientras que las tres cajas restantes aun no presentaban
proliferacién celular.

Las cajas 6, 7 y 9 fueron desechadas pasados los 10 dfas, sin que las
células de estas cajas mostraran una adherencia al plastico o una
proliferacién celular.

Llustracion 47. Cultivo

celular  no  proliferante.
Laboratorio de Ingenieria
tisular y medicina
traslacional.
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El avance que ha tenido la terapia genética a lo largo de esta década
nos ha permitido conocer los diferentes elementos de los cuales
disponemos para lograr en un futuro hacer de este tipo de
tratamientos una préctica clinica comun.

El elemento primordial para esta seria la obtencién de las células
diana, las cuales principalmente son células troncales, esto es debido
a su capacidad de adherencia, su capacidad de diferenciarse en
multiples linajes mesenquimales bajo condiciones controladas zn vitro
y su capacidad de renovacién que se presentan después de un
traumatismo, enfermedad o envejecimiento natural. (Pittenger,
2012); sin embargo la presencia de estas células en 6rganos adultos
es baja lo que complica su obtencién (Banks, 2004).

Las células troncales mesenquimales son células que residen en
varios tejidos como médula 6sea, tejido adiposo y musculo (Xiao,
Peperzak, van Rijn, Borst, & de Bruijn, 2010). Durante el altimo
cuarto de siglo numerosos estudios han demostrado que la cavidad
oral contiene una serie de nichos celulares de facil acceso en
comparacién con las otras fuentes mencionadas. En la actualidad
numerosos estudios avalan el uso de estas células orales para su
aplicacién a la ingenierfa tisular, siguiendo esta linea de estudio se
propone ocupar células de obtencién oral en la terapia genética
enfocada a la correccién de los fenotipos en sujetos con sindrome de
Down.

Las células troncales pueden ser aisladas de tejidos adultos de la
cavidad bucal, por ejemplo en dientes permanentes y temporales,
ligamento periodontal, encfa, hueso alveolar, foliculo dental y papila
apical.



Durante la presente investigacién no se encontraron referencias
publicadas que hagan alusién a la obtencién por nichos orales de
células provenientes de sujetos con sindrome de Down, tras lo cual
nos dimos a la tarea de obtener este tipo de células. Se realiz6 un
enfoque a las células de pulpa dental pues este fue el primer tejido
oral aislado de manera eficaz por Gronthos en el 2000.

En su trabajo Gronthos (2000) refiere obtener estas células de
terceros molares impactados, debido a las caracteristicas cardiacas de
los sujetos con sindrome de Down, nos encontramos con limitantes
a las técnicas quirtrgicas agresivas lo cual nos guié a la obtencién de
dientes temporales, ya que estos pueden ser obtenidos mediante
extracciones simples que se llevan a cabo en procesos ambulatorios.

Dichos procesos dado las respuestas al dolor que presentan estos
sujetos han sido realizados bajo el minimo de anestésico, esto fue
corroborado por Hennequin en el 2000 y corroborado por
Valkenburg en 2015 quienes han realizado estudios sobre el umbral
del dolor de sujetos con sindrome de Down sugiriendo un umbral al
dolor mas alto en los primeros, es decir, menor sensibilidad al dolor.

Las células troncales obtenidas de dientes temporales, pueden
provenir de dientes temporales extraidos por indicacién del
odontdlogo o de dientes en proceso de exfoliacién, se ha demostrado
que las células obtenidas de la pulpa remanente de dientes temporales
tiene similitudes con las células recolectadas del cordén umbilical
(Shi, 2008), mostrando asi las células de pulpa dental de dientes
temporales una ventaja sobre las obtenidas de cordén umbilical que
radica en el tiempo durante el cual podemos obtener estas células, ya
que estas tltimas se pueden obtener hasta los 12 afios de vida aunque
autores como Shi recomiendan que los dientes sean obtenidos de
sujetos entre los 7 y los 8 afos de edad.

Aunado a lo anterior, se ha demostrado que las células de pulpa
dental (SHED) poseen una mayor tasa de proliferacién comparadas
con células troncales de médula 6sea adultas (BMSSCs), (Shi, 2003).



Los sujetos que presentan sindrome de Down poseen una variedad
de complicaciones psicolégicas y médicas entre las que encontramos
diversas manifestaciones orales, si bien se ha descrito una menor
prevalencia de lesiones cariosas, estos pacientes suelen presentar con
una mayor frecuencia las enfermedades periodontales de inicio
precoz (Culebras, 2012).

En los estudios de saliva realizados por Areias en 2012 (pp. 15-20) se
encontr6 una disminucién del 36% en la cantidad de saliva secretada
por sujetos con sindrome de Down comparada con aquellos que no
padecen el sindrome, aunque en estos pacientes se presentan babeo,
este es provocado por la apertura bucal continua aunado a una mala
postura de la lengua y a la hipotonfa de la musculatura orofacial, y
no necesariamente a una hipersialia. También Areias reporté que
estos sujetos tienen una disminucién del 29% en la secreciéon de la
inmunoglobulina A.

Estos factores propios de los sujetos con sindrome de Down han
tavorecido la persistencia de diferentes microorganismos en la flora
bucal, volviéndola agresiva para el periodonto. Debido a esto se
adecud la solucién de transporte, puesto que algunos autores como
es el caso de Munshi en 2009 refieren que los dientes temporales
extraidos se pueden transportar en una solucién salina; basandonos
en la flora bucal patognomoénica del sindrome de Down se opt6 por
adicionar a la solucién de transporte una solucién antibidtica y
antimicoética.

Munshi también reporta la aplicacién de tres lavados a las muestras
obtenidas mediante PBS, al encontrarnos en fase de estandarizaciéon
de técnica para la obtencién de células mesenquimales de sujetos con
sindrome de Down se realizaron lavados al momento de arribo de las
muestras al laboratorio y a las cuatro horas. Siguiendo con el
procedimiento de Munshi la recoleccién del tejido pulpar se llevé a
cabo mediante cucharillas estériles, el tejido obtenido fue colocado en
PBS para mantener el tejido nutrido.



Cuando la pulpa remanente se ha separado de la corona esta se coloca
en una solucién de 3 mg por ml de colagenasa tipo I y 4 mg por ml
de dispasa durante 1 hora a 37°C segtn la investigacién realizada por
Shi. En este trabajo se ha utilizado 5 mg por ml de colagenasa y 2
mg por ml de dispasa durante 20 minutos, esto debido a que el tejido
pulpar ha sido segmentado antes de ser sometido a esta solucién, lo
que facilita la digestion del mismo.

Durante la segunda semana del cultivo se puede observar la
confluencia celular, con morfologia en forma de huso, estas
caracteristicas fueron reportadas para las células mesenquimales por
Friedenstein en 2009.



Debido al poco impulso en investigacién que se presenta en nuestro
pais se encontraron varios obstaculos para la realizacién de este
trabajo, el mas grande fue la dificultad para lograr el contacto con las
instituciones responsables y el enlace con los padres de familia, este
obstdculo fue superado gracias al apoyo brindado por Fundacién
DUE, en donde se realizaron platicas grupales a los padres de familia
para explicarles la investigacién a realizar con los dientes obtenidos
y el empleo del tejido obtenido, la fundacién también otorgo la
capacitacion del sistema SANPE con el que se realizé6 la
desensibilizacién de los pacientes, asi como, el personal para la
obtencién de los dientes, misma que se realiz6 dentro de sus
instalaciones.

Los sujetos incluidos en el estudio fueron pacientes sistémicamente
y psicolégicamente comprometidos se encontré la presencia de
Candida Albicans y Streptococo Mutans dentro de la flora bucal
dificultando la obtencién de células mesenquimales, esta se encuentra
presente por la falta de higiene relacionada a la poca motricidad
orofacial y manual. En ese sentido, el medio de cultivo empleado al
ser altamente nutritivo favorece la propagacién de bacterias y
hongos no deseados; este obstdculo se traté modificando las
concentraciones de antibi6tico/antimicético, y estandarizar la dosis
adecuada de los farmacos, lo cualse logré al notar la presencia de
células en el segundo dfa de cultivo de la pulpa dental de pacientes
con trisomia 21. La investigacién se encuentra actualmente en
proceso para favorecer la proliferacion de las células obtenidas de la
pulpa dental de pacientes con sindrome de Down.
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