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INTRODUCCION

Actualmente, en el area médica y odontoldgica se han desarrollado numerosas
investigaciones encaminadas a la regeneracion, reparacion o reemplazo
bioartificial de tejidos y 6rganos propios del cuerpo humano, que han sido
dafiados por diversos factores, tales como trauma, enfermedades adquiridas
como el cancer o ciertas anormalidades congénitas. La pérdida de tejidos en
la regidn craneofacial, produce serias consecuencias fisiologicas y

psicoldgicas en los pacientes.

Mediante la Terapia Celular y la Ingenieria Tisular basada en células troncales,
se pretende crear tejidos con la identidad histologica del propio paciente para
eliminar la problematica de encontrar donantes compatibles, asi como la
necesidad de administrar inmunosupresores para evitar el rechazo de un

injerto.

Es por ello que las células troncales han sido estudiadas ampliamente por sus
caracteristicas de auto-renovacion, que les da el potencial de originar células
hijas indiferenciadas con la capacidad de diferenciarse para formar tejidos
especializados, reemplazando células enfermas y disfuncionales por células

saludables y funcionales.

Debido a los problemas éticos y legales existentes, para poder obtener células
troncales embrionarias, nace la necesidad de estudiar células troncales de
origen dental, lo que permite mediante un procedimiento no invasivo, la

obtencion y cultivo de estas células, criopreservandolas para su uso posterior.

La presente tesina tiene como finalidad dar a conocer una revisién bibliografica

actualizada sobre la regeneracion de estructuras de la region dentofacial,
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utilizando células troncales; asi como el analisis y comprensién de sus
propiedades, presentandolas como una herramienta innovadora y una

alternativa prometedora en la regeneracion tisular.
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OBJETIVO GENERAL

v Informar con evidencia cientifica actualizada al gremio odontoldgico, de
las caracteristicas, propiedades y usos clinicos de las células troncales,

de tal forma que puedan orientar a los pacientes correctamente.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Explicar los conocimientos basicos relacionados con las células
troncales.

v' Explicar el procedimiento para la obtencién de células troncales de
origen dental.

v Dar a conocer los alcances clinicos reales aplicados en Odontologia.

v Informar sobre los aspectos legales relacionados con las células

troncales.




# FACULTAR
omn:')guoﬂ A
UNAM

1904

1. ANTECEDENTES HISTORICOS
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 El término "stem cell" fue propuesto para uso cientifico por el histélogo
Alexander Maksimov.

* Fung postulé el termino Ingenieria Tisular.

» Gronthos, aislé células troncales de la pulpa dental humana de dientes
permanentes.

« Dr. Songtao Shi descubrié una nueva fuente de células troncales en los
dientes deciduos.

 Seo, introdujo la células troncales de ligamento periodontal humano.

» Sonoyama, identificé las células troncales de la papila apical en dientes
permanentes inmaduros.

+ Kemoun, identificé células troncales en el foliculo dental humano.

* Zhang, reporto el aislamiento de células troncales de encia humana.

* En ltalia se reporta por primera vez, el uso clinico en humanos de
células troncales dentales para regeneracion 6sea mandibular.

—
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2. GENERALIDADES DE CELULAS TRONCALES

2.1 Definiciéon

Las células troncales también llamadas células tallo, pluripotenciales

precursoras o ceélulas madre, son células no diferenciadas que permanecen

como tal durante el desarrollo embriolégico, con la capacidad de auto-

replicarse por largos periodos de tiempo, con elevada proliferacion y gran

potencial de diferenciacion in vitro e in vivo.1234

2.2 Caracteristicas de las células troncales

Todas las células troncales, independientemente de su origen, son diferentes

de otros tipos celulares por sus principales caracteristicas:

b)

Estas células son indiferenciadas porque no tienen estructuras
especificas de un tejido que les permitan realizar funciones

especializadas.®

La capacidad de auto-renovacion es el proceso mediante el cual una
célula troncal se divide ilimitadamente para generar una o dos células
hijas con el potencial de proliferacion y diferenciacion.> ©

Esta division puede ser:

Simétrica: cuando se generan dos células hijas indiferenciadas
idénticas entre si o dos células hijas con un grado de diferenciacion

diferente a la célula progenitora.

Asimétrica: cuando se obtiene una célula hija con las mismas

propiedades que su progenitora y otra, con un fenotipo diferente.

"
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Células maduras en
o O O " los teiidos

Fig.1 Auto-renovacion de las células troncales’

e El potencial de proliferacion se refiere a la multiplicacion de las células
por mitosis sin cambiar el fenotipo indiferenciado, lo que permite a las
células expandir su numero durante el desarrollo y restaurar su

concentracion tras una lesion.

e El potencial de diferenciacién es la capacidad que tienen las células
troncales de adquirir un fenotipo especifico dando como resultado

células especializadas.

e La plasticidad o transdiferenciacion es la capacidad que tienen las
células troncales de ser aisladas de un tejido para generar grupos
celulares distintos a los de su tejido de origen y a veces incluso en tipos

celulares que son de una capa germinal embrionaria diferente.2

10
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2.3 Clasificacion de las células troncales

Las células troncales se pueden clasificar de dos maneras:
o Por su potencial de diferenciacion

o Por su origen y forma de obtencion.

Por su potencial de diferenciacion se dividen en:

a) Células troncales totipotenciales
Estas células son capaces de originar un embrion y un individuo
completo, diferenciandose hacia cualquier estirpe célular. Ejemplo: el
cigoto.8 12

b) Células troncales pluripotenciales
Son células que no pueden dar origen a un individuo completo, pero si
a los tejidos u érganos correspondientes a los tres estratos germinales
(ectodermo, mesodermo y endodermo). Ejemplo: células troncales

pluripotentes de la pulpa dental.® 12

c) Células troncales multipotenciales
Son células que pueden originar un subconjunto de tipos celulares, de
su misma capa o linaje de origen embrionario. Ejemplo: células

troncales de piel.8 12

d) Células troncales oligopotenciales
Este tipo de células dan origen a dos o0 mas tipos celulares en un tejido.

Ejemplo: célula madre neuronal.® 12

11
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e) Células troncales unipotenciales
Tienen la capacidad de diferenciarse Unicamente en células de su

propio tipo. Ejemplo: células germinales.® 12

células madre

CELULAS fetalgs;.y liquido células madre CELULAS
PLURIPOTENTES amniético de médula Py MULTIPOTENTES
"4 células madre
blastocisto ! / de sangre
“ae "N ) gglol.gas maqflje
i ‘ \ e especificos
B, 8 ( L de;Los adipocitos
) Células madre del 7GR
m‘%‘,’éﬁ“ > cordén umbilical 'cg:??h

@

células madre \$_*‘ e
Mérula  Smbrionarias CELULAS UNIPOTENTES A
A .. células madre
- tejidos especificos
: e \‘ epiteliales
Ovocito cardiomiocitos ;{\*3 o?\_?:.
; !

Sislema nervioso ‘ Sistema immunitario

Fig. 2 Potencial de diferenciacién de las células troncales®

Por su origen y forma de obtencién se clasifican en:

a) Células troncales embrionarias

Son células totipotenciales capaces de dar origen a todas las células del
organismo y se derivan de un embrion humano que se encuentra en la fase de
blastocisto en el desarrollo embriologico. La capa externa del blastocisto, el
trofoblasto es la fuente de células troncales embrionarias.® 33

12
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Estas células se pueden obtener por dos formas: la primera, de los embriones
sobrantes conservados en congelacion después de un proceso de fecundacion
in vitro y la segunda, la constituyen los embriones humanos obtenidos por
clonacion terapéutica. Estas fuentes requieren la manipulacién de embriones,

con lo que conllevan problemas éticos, sociales y legales.

Fig.3 Célula troncal embrionarial®

b) Células troncales adultas o soméaticas

Son células indiferenciadas que se encuentran en los tejidos adultos, después
del desarrollo embrionario. Se han encontrado en tejidos como el cerebro, la
medula ésea, sangre, musculos esqueléticos, dientes, corazén, intestino, piel,
cOrnea, higado, epitelio ovarico y testiculos. Permanecen en estado de reposo
y pueden renovarse a si mismas o diferenciarse en células especializadas
cuando son activadas por una lesion del tejido o enfermedad, manteniendo y
reparando los tejidos donde se encuentran. Estas células pueden contener
anomalias de ADN adquiridas con la edad; que pueden ser causadas por el
medio ambiente, toxinas o errores en la replicacion de ADN.8



http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=_ATWhDmiJWI3QM&tbnid=eO0FjyPlJjd5sM:&ved=0CAcQjRw&url=http://www.reproduccionasistida.org/diferencias-entre-cigoto-embrion-y-feto/&ei=fp8wVPLyMdP48QHpy4GYDQ&psig=AFQjCNFxle6oUO6brtQelm1qeOWhJ8grGA&ust=1412559077877294
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La cantidad limitada de estas células en los tejidos puede constituir un
obstaculo para su utilizacion en terapia celular, en tanto no se identifiquen los

factores que estimulan su proliferacion y maduracién en cultivo.

Las células troncales pluripotenciales del cordon umbilical son recogidas de la
sangre del cordon umbilical en el nacimiento. Estas pueden producir todas las

células sanguineas (hematopoyéticas) del cuerpo.

Hemafopoietic Stem Cells ©2010 HowStut Works
Lymphoid

Hematopoietic :
: . g Stem Cell Pfogenut?r Cell

f = Multlpotentlal
Bone Marrow Stem cell

Eosinophil :
9 Neutrophil

Baso-p.hil D e:a M yeloid
B o s ; Progemtor Cell

i(f \ Red Blood
Monacyte/ a .&20 Cells

Macrophage

Fig. 4 Células troncales hematopoyéticas!!

c) Células troncales iPS (induced Pluripotent Stem cells)

Una célula pluripotente inducida (iPS) es una célula extraida de cualquier tejido
adulto, que se ha modificado genéticamente para que se comporte como una
célula madre embrionaria. Estas células tienen la capacidad de diferenciarse

]
141
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en cualquier célula de las tres capas germinales: ectodermo, mesodermo y
endodermo.12 19,33

Shinya Yamanaka de la Universidad de Kioto en Japdn creo la primera célula
IPS a partir de un raton en 2006 y a partir de células adultas humanas en el
2007.1°

Crealing iPS cells

1 Isolate cells from patiant
(Skin or fibroblasts);
Qrow In a cish

)":4— ‘O:-
g

2 Traat calls with

“roprogramming” faciors 4 Wait a tew weeks

4 Plutipotant —a - s
. : . »
stem celis < r F - 5 Change culture conditions to
stimulate calis to diffarantiate ino
a varioty of coll typos

7 ) - Cardiac
NI muscle cels
J
= T 155 ¥
Blooa calls II / Gut calls

Fig. 5 Células troncales iPS®°
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3. ODONTOGENESIS

Para comprender las caracteristicas de las células troncales de los tejidos
dentales es necesario conocer los procesos bioldgicos que inducen y regulan
el desarrollo dental.

La odontogénesis es el proceso embriologico que dara lugar a la formacion del
germen dental, donde intervienen los tejidos endodermo y mesodermo,
separados por la capa basal. Este periodo comienza en el segundo trimestre

de embarazo extendiéndose hasta después del nacimiento.!3

En la formacién de los dientes participan dos capas germinativas: el epitelio
ectodérmico, que origina el esmalte, y el ectomesénquima que forma los
tejidos restantes (complejo dentino pulpar, cemento, ligamento periodontal y

hueso alveolar).

La accion inductora del ectomesénquima sobre el epitelio bucal y las diferentes
estructuras de origen mesenquimatico, conduce hacia una interdependencia
entre ambos tejidos que es conocida como interaccion epitelio-mesénquima,
dicha interaccion dara como resultado la determinacion, diferenciacion y

organizacion de los tejidos dentales.'4

La primera manifestacion consiste en la diferenciacion de la lamina dental, a

partir del ectodermo que tapiza el estomodeo.

Aunque cada diente tiene una secuencia temporal especifica y un desarrollo
morfoldgico distinto, existen ciertos estadios del desarrollo comunes a todos

los dientes.

16
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3.1 Estadio de brote o yema dentaria

En la sexta semana de vida intrauterina, las células basales del epitelio bucal
inducidas por el ectomesénquima subyacente proliferan a lo largo del borde
de los futuros maxilares, produciendo una invaginacion del epitelio bucal
llamada brote o yema, la cual se subdivide en dos: la lamina vestibular que
dara origen al surco vestibular y la ldmina dental; de la cual se originaran los
20 dientes deciduos en la octava semana de vida intrauterina y los 32

gérmenes de los dientes primarios alrededor del quinto mes de gestacion.

Epitelio bucal

. ] Brote o yema _
ot -/ (futuro érgano del esmalte)

del mesénquima —-

) _Mcséﬁquima
Cartifago
de MecEg!

Fig. 6 Estadio de brote o yema*

17
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3.2 Estadio de casquete

La proliferacion desigual del brote aproximadamente en la novena semana,
determina una concavidad en su cara profunda, dandole un aspecto de
casquete. Su concavidad central encierra una porcién del ectomesénquima

que sera la futura papila dentaria, que dara origen al complejo dentino pulpar.

Se pueden distinguir tres estructuras en el 6érgano del esmalte:

1.- El epitelio externo: se encuentra en la convexidad y esta constituido por
una sola capa de células cuboideas.

2.- El epitelio interno: se encuentra en la concavidad, compuesto por epitelio
de células cilindricas.

3.- El reticulo estrellado: que esta entre ambos epitelios y se forma de células

de aspecto estrellado y desmosomas.

A nivel de epitelio externo del esmalte, en su proximidad al epitelio interno, y
en el reticulo estrellado se han localizado los posibles nichos de células
troncales. La papila se encuentra separada del epitelio interno del 6rgano del
esmalte por una membrana basal, que representa la localizacién de la futura

conexion amelodentinaria.14

El tejido mesenquimatico que se encuentra inmediatamente por fuera del
casquete, rodeandolo casi en su totalidad, salvo en el pediculo (que une el
organo del esmalte con el epitelio originario o lamina dental), también se
condensa volviéndose fibrilar y forma el saco dentinario primitivo o foliculo
dental. El 6érgano del esmalte, la papila y el saco constituyen en conjunto el

germen dentario.'*

18
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“// Epitelio externo
~— Reticulo estrellado Grgano

del esmalte

Epitelio interno =
[preameloblastos diferenciindose
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Membfana basal~  ~
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A

Fig. 7 Estadio de casquete!*

3.3 Estadio de campana

Ocurre sobre los catorce a dieciocho semanas de vida intrauterina
acentuandose la invaginacion del epitelio dental interno dando una forma de

campana.

El 6rgano del esmalte que presentaba tres capas, en este estadio se conforma

por cuatro capas:

a) Epitelio dental externo: el epitelio presenta pliegues debido a
invaginaciones vasculares provenientes del saco dentario, que
aseguran la nutricion del 6rgano del esmalte.

b) Reticulo estrellado: se depositan las primeras laminillas de dentina, el

reticulo estrellado se adelgaza para permitir el paso de elementos

19
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nutricionales desde los vasos sanguineos del saco dentario hacia los

ameloblastos que sintetizaran la matriz del esmalte.

c) Estrato intermedio: formado por cuatro o cinco hileras de células planas,

éste participa en la mineralizacion del esmalte durante la amelogénesis.

d) Epitelio dental interno: después de la diferenciacion de los
odontoblastos de la papila dentaria, las células del epitelio dental interno

se diferenciaran en ameloblastos.

Separando el epitelio dental interno y la papila dental existe una membrana
basal, que estd compuesta en mayor parte por colageno tipo IV y la cual sera
la futura union amelo-cementaria. En este periodo se determina la morfologia
de la corona por accién del ectomesénquima sobre el epitelio interno del
organo del esmalte, el epitelio dental interno induce a la papila dentaria para
qgue las células se diferencien en odontoblastos que comienzan a sintetizar
dentina en las cuspides, una vez que se han formado las primeras capas de
dentina calcificada, los ameloblastos sintetizan la matriz del esmalte. Cuando
se forma la dentina, la porcién central de la papila se transforma en pulpa

dentaria con su posterior inervacion y vascularizacion.

El saco dentario se encuentra formado por dos capas:
1. Laexterna: con abundantes fibras colagenas
2. La interna: que es célulo-vascular; constituida por células
mesenquimaticas indiferenciadas las que derivaran los componentes

del periodonto: cemento, ligamento periodontal y hueso alveolar.

"
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Epitelio bucal

. Brofe del diente,
o Permanente

Ameloblastos
Jovenes

Asa cervical

Saco dentario

Fig. 8 Estadio de campanal*

3.4 Estadio terminal o de foliculo dentario

Comienza con la presencia del deposito de la matriz del esmalte sobre las
capas de dentina en desarrollo. Primero se depositan unas laminillas de
dentina seguida de una de esmalte, de manera que va dando estructura a la
corona, para posteriormente empezar el desarrollo y formacion del patrén

radicular.

En la formacién de la raiz la vaina epitelial de Hertwig tiene un papel inductor
y modelador; esta vaina resulta por la fusion del epitelio interno y el epitelio
externo del 6érgano del esmalte. Al completarse la formacion radicular, la vaina
epitelial se curva hacia adentro en cada lado, para formar el agujero apical

primario.
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Las células mesenquimatosas situadas en la superficie de la raiz dental en
contacto con la dentina, se diferencian en cementoblastos que daran origen al
cemento. Por fuera de la capa de cemento, el mesénquima origina el ligamento

periodontal.

Con el crecimiento de la raiz, la corona es llevada poco a poco a traves de los

tejidos suprayacentes hasta llegar a la cavidad bucal.

Epitelio bucal

Feety 1l
\eloblas

arlas de Serees

......

/ ,/I' Saco l
J dentario

N R4

Fig. 9 Estadio de foliculo dental*
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Son células troncales adultas pluripotenciales/multipotenciales que tienen la

capacidad de formar células con caracter odontogénico. Estas residen en un

lugar especifico llamado nicho, existen varios nichos en el complejo bucal que

albergan a estas células. Se han localizado las siguientes células troncales en

la cavidad oral.3

Células troncales de la pulpa dental de dientes permanentes (DPSCs)

Células troncales presentes en espacios periodontales (PDLSC)

Células troncales de dientes temporales recientemente exfoliados

(SHED)

Células troncales de la papila apical (SCAP)

Células troncales del foliculo dental (DFPC)

Células troncales de la mucosa bucal y encia (GSCs)
Células troncales del paladar (PaldSCs)

Células troncales de tejido adiposo (Ad-MSCs)

DPsCs SHED SCAPs DPSCs
ginghva
DPSCs pulp POLSCs
pdp
DFPCs
| oCs |
dental follice —— = o
i \, periodontal ligament
DFPCs (POL)
apical papilla
Tooth germ Primary teeth Permanent teeth
I 1 1 I 1 [

Fig. 10 Nichos orales de células troncales®®
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Las poblaciones de células difieren en algunos aspectos por su tasa de
crecimiento en cultivo, la expresion del gen marcador y su potencial de
diferenciacion. Lo mas importante es que estas células no son obtenidas de
embriones humanos por lo que no presentan los habituales problemas éticos

y legales a los que se enfrentan este tipo de investigaciones.

4.1 Células troncales de pulpa dental (DPSCs)

La posibilidad de que la pulpa dental podia contener células precursoras surgio
durante la observacién del proceso de reparacion mediante el cual se forman
nuevos odontoblastos cuando existe un dafilo que penetra en esmalte y
dentina. Las células troncales de la pulpa dental son probablemente las

precursoras de los odontoblastos que forma la dentina reparativa.**

Fueron las primeras células troncales de origen dental que se aislaron en el
afio 2000 (Gronthos). Estas células mostraron una mayor tasa de proliferacion
que las células troncales mesenquimales derivadas de la médula 6sea en las
mismas condiciones de cultivo (Yu y cols. 2007), atribuible a la expresion fuerte

de la quinasa un activador del ciclo celular.5 17

La produccién de DPSC es pequeiia (1% de todas las células) y segun
aumenta la edad del individuo, la disponibilidad de estas células se ve

reducida.

Tienen el potencial de diferenciarse en odontoblastos, osteoblastos,
condrocitos, adipocitos, células endoteliales y células neurales. 3 18 1° Se ha
encontrado también que las células troncales de la pulpa dental son capaces
al igual que los osteoblastos, de expresar marcadores 6seos, tales como:
sialoproteinas 6seas, fosfatasa alcalina y osteocalcina. Se han identificado los
marcadores STRO-1, CD90, VCAM-1, MUC-18, CD 105, Nestinay CD146, lo
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que indica que DPSCs es una poblacion heterogénea de células troncales y

su nicho se encuentra perivascular en la pulpa. 167

Las principales fuentes de DPSC son extraidas de los terceros molares,
supernumerarios 'y premolares extraidos para fines de tratamiento
ortoddntico.® Su obtencién no requiere una intervencion quirtrgica adicional y
puede obtenerse en varios momentos de la vida. Si son aisladas durante la

formacion de la corona son mas proliferativas que en etapas posteriores.®

Al ser autblogas tienen las ventajas de: no tener riesgo de ser rechazadas por
el organismo, mayor capacidad proliferativa que otras células; lo que permite
cultivarse mas rapidamente, por periodos mas largos y son capaces de
adherirse y proliferar en andamios, por lo tanto tienen mayor capacidad
regenerativa; generar hueso, médula 0sea, cemento, dentina, ligamento

periodontal y pulpa.t:3

p ‘{(
Dental Stem Cells ' b&

{ Multi-Differentiation }

N ok ’}4
% B RR “8e
£ N -7 7
Osteoblast Chondrocyte Adipocyte Endothelial Cell Neural Cells

Fig. 11 Potencial de diferenciacién DPSC?°

4.2 Células troncales de ligamento periodontal (PDLSC)

El ligamento periodontal es un tejido conjuntivo denso irregular y colagenoso,
gue conecta la superficie radicular con el hueso alveolar. Los principales tipos
de células del ligamento periodontal incluyen: fibroblastos, leucocitos,

macrofagos, cementoblastos, cementoclastos, osteoblastos, osteoclastos,
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restos epiteliales de Malassez, asi como elementos vasculares y elementos
neurales.?! Las fibras del ligamento periodontal se componen principalmente
por colagena tipo I, dispuestas en patrones especificos y predeterminados

para absorber y contrarrestar las fuerzas de la masticacion.

Los primeros estudios en diferentes modelos animales demostraron que los
tejidos periodontales poseen alguna actividad de regeneracion, sugiriendo la
existencia de una poblacion de células troncales en el periodonto.33

Estudios recientes in vivo e in vitro, identificaron una poblacion de células
troncales en el ligamento periodontal humano capaces de diferenciarse para
producir células similares a osteoblastos, cementoblastos, adipocitos y tejido
conectivo rico en colageno I.18 Estas células mantienen la homeostasis y
regeneracion del tejido periodontal, encontrandose en la vecindad de los vasos
sanguineos periodontales. Los marcadores de superficie celular que se han
identificado en estas células son STRO-1, CD105, CD166 y CD146/MUC 18.16
Los estudios realizados in vivo en ratones inmunocomprometidos,
demostraron la participacion de estas células en la regeneracion de hueso
alveolar al propiciar la formacion de una fina capa de tejido muy similar al
cemento que, ademas de contar entre sus componentes con fibras colagenas,
se asociaron intimamente al hueso alveolar préoximo al periodonto
regenerado.t16

Las fibras colagenas generadas in vivo en humanos, fueron capaces de unirse
con la nueva estructura formada de cemento, imitando asi la unién fisiol6gica
de las fibras de Sharpey.*? De estos estudios y andlisis se podria decir que las
PDLSC podrian contener un subgrupo de células capaces de diferenciarse
hacia cementoblastos y cementocitos asi como células formadoras de

colageno.16

Las células troncales del ligamento periodontal inflamado mantienen la auto-

renovacion y sus capacidades de diferenciacion.

"
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4.3 Células troncales de dientes temporales exfoliados (SHED)

Es una poblacién mas inmadura de células troncales y pueden diferenciarse
en neuronas, adipocitos, osteoblastos y odontoblastos. In vivo pueden inducir

la formaciéon de hueso o dentina.

En contraste con DPSC, las SHED muestran mayor velocidad de proliferacion,
altos indices de replicacibn y especializaciébn, y mayor capacidad
osteoinductiva. Los marcadores encontrados en estas células son STRO-1y
CD 146.16

Se ha comprobado en ratones que las SHED pueden reparar defectos de

formacion 6sea.®

También se ha probado el potencial de las SHED para diferenciarse en células
angiogénicas, cuya capacidad de induccidén se considera fundamental para
cualquier tipo de regeneracion. Es necesario el factor de crecimiento vascular

endotelial (VEGF) para que las SHED se diferencien en células endoteliales.

Debido a su capacidad de producir y secretar factores neurotroficos, estos
tipos de células se encuentran en investigacion para el tratamiento terapéutico
de enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, Esclerosis
Lateral Amiotrofica y enfermedades cardiacas como insuficiencia cardiaca y

cardiopatia isquémica cronica.

4.4 Células troncales de papila apical (SCAP)

Es el tejido blando que rodea los apices de los dientes en desarrollo cerca de
la vaina epitelial de Hertwig y que toma parte en la formacion de la raiz del

diente. Solo esta presente durante el desarrollo de la raiz antes de que el
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diente entre en proceso de erupcion en la cavidad oral. Tienen la capacidad
de diferenciarse en odontoblastos, osteoblastos, adipocitos y células neurales,
y muestran mayores tasas de proliferacién in vitro y menor componente

vascular en comparacién con DPSC.

Los terceros molares impactados y los dientes con apices abiertos en
desarrollo son una fuente importante de SCAP. Muestran marcadores
celulares tales como STRO-1, ALP, CD24, y CD29. Se ha observado en
estudios in vitro que estas células pueden ser estimuladas para formar tejido
mineralizado y expresan la sialoproteina de la dentina; la cual participa en la
dentinogénesis. Semejantemente en vivo el trasplante de SCAP humano en
ratones inmunodeprimidos di6 lugar a la regeneracion de odontoblastos
capaces de depositar nueva dentina. Parece que las SCAP son precursoras

de los odontoblastos responsables de la formacién de la dentina radicular.t 2
22

4.5 Células troncales de foliculo dental (DFPC)

El foliculo dental es un tejido ectomesenquimal que rodea el 6rgano del
esmalte y la papila dental del germen del diente permanente en formacion.?!
Este tejido contiene células troncales que son las que acabaran formando el
periodonto. Las células del foliculo dental cerca de la formacion de la raiz se
diferencian del cemento formando cementoblastos y las células hacia el hueso
alveolar se diferencian a osteoblastos secretando matriz ésea. Las células del
foliculo dental encontradas entre los cementoblastos y células precursoras de
osteoblastos se desarrollan en fibroblastos que producen la matriz extracelular
del ligamento periodontal.

Estas células son extraidas de terceros molares impactados y son semejantes

al resto de células troncales de origen dental pero constituyen colonias
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clonogénicas en menor numero que los demds tipos. Los marcadores

encontrados son STRO-1, Nestina y Notch-1.

El trasplante de estas células genera una estructura constituida de tejido
fibroso rigido. In vivo no se ha observado formacién 6sea, ni de dentina; debido
al reducido recuento celular en los cultivos, aunque la expresion de genes in
vitro osteogénicos como sialoproteina de hueso (SBP) y osteocalcina (OC)

fue elevada.?

El inconveniente de la obtencion de las células troncales del foliculo dental es
la manipulacion que éstas necesitan, durante la extraccion, envio y

preservacion, la cual puede fracasar ya que la contaminacion es muy facil.

Fig. 12 Foliculo dental®

4.6 Células troncales de mucosa bucal y encia oral (GSCs)

La mucosa bucal esta integrada por un epitelio escamoso estratificado (no
queratinizado, paraqueratinizado u ortoqueratinizado) y tejido conjuntivo

subyacente.
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La mucosa oral humana es muy activa en términos de regeneracion
reduciendo la formacion de cicatrices, lo que sugiere la existencia de células
troncales. Recientemente se identificO una poblacion de células troncales
agrupada en la lamina propia de la mucosa oral humana. Esta poblacion
muestra sefiales positivas a los marcadores relacionados con pluripotencia
STRO-1y Oct-4. Ademés se ha observado una poblacién de células positivas

a la neurotrofina; un marcador de las células troncales neuronales.?*

Estas células son altamente proliferativas y pueden diferenciarse in vitro en
odontoblastos, condrocitos, adipocitos, endotelio y células neuronales bajo
condiciones especificas y poseen propiedades antiinflamatorias e

inmunomoduladoras.33

Recientemente se ha demostrado que las células troncales de la mucosa bucal
tienen caracteristicas similares a las células limbicas de la cornea, pues
expresan marcadores corneales in vitro y pueden ser usadas para su

regeneracion.

Sus propiedades inmunomoduladoras y anti-inflamatorias las coloca como una
fuente de células con potencial para la reparacion de heridas; reduciendo el

tiempo de curaciéon y minimizando la formacién de cicatrices.?4 33

4.7 Células troncales de paladar (PaldSCs)

La mucosa masticatoria de la superficie bucal del paladar duro se conforma
por un epitelio escamoso estratificado y queratinizado sustentado por tejido

conjuntivo denso irregular y colagenoso.?!

Las células troncales del paladar pueden tolerar bajas concentraciones de

oxigeno y tienen el potencial de diferenciacion osteogénico, condrogénico,

"
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neuronal y adipogénico, dependiendo de los estimulos externos por citoquinas.
Utilizando citometria de flujo se revelo la expresion de los marcadores: STRO-
1, CD146 y Nestina.?®

Estudios in vivo demostraron claramente que PaldSCs de adultos humanos al
ser trasplantados a un modelo de rata, fueron capaces de regenerar elementos

del tejido periodontal en diferentes niveles.?®

4.8 Células troncales de tejido adiposo (Ad-MSCs)

El tejido adiposo se deriva del mesodermo embrionario y consiste en un
sistema altamente complejo que contiene diferentes poblaciones de células,
incluyendo adipocitos maduros, pre adipocitos, fibroblastos, células del
musculo liso vascular, células endoteliales y células troncales derivadas de
tejido adiposo. En tiempos de abundancia calorica estas células almacenan el
exceso de calorias en forma de triglicéridos y en tiempos de necesidad
caldrica, liberan combustible como los acidos grasos y glicerol para su uso por

otros 6rganos.

Recientemente se ha demostrado que su fraccién estromal contiene células
troncales multipotentes. Un gramo de tejido adiposo contiene
aproximadamente 5000 células troncales, y su potencial de diferenciacion es
amplio ya que pueden especializarse en osteoblastos, adipocitos, condrocitos,

células neuronales, células epiteliales, hepatocitos y cardiomiocitos.?®

En la cavidad bucal el tejido adiposo se puede localizar en las bolsas de Bichat,
las cuales contribuyen a hacer uniformes y redondeadas las mejillas. El
inconveniente es que no todas las personas estan dispuestas a eliminarse las
bolsas de Bichat, debido a que hay estudios que argumentan que envejecen a

las personas, aunque el procedimiento para su extraccion es sencillo.
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Tabla 1. Caracteristicas in vitro e in vivo de las células troncales de la cavidad
Oral.lz’ 22,27

TIPO CELULAR DIFERENCIACION FORMACION IN ViVO

IN VITRO

DPSC Odontoblastos, osteoblastos, Dentina, pulpa, hueso
Dental Pulp Stem Cell condrocitos, adipocitos, células alveolar
neurales.

PDLSC Cemenioblastos, adipocitos, Matriz de Cemento
Periodontal Ligament tejido conectivo rico en coldgeno Fibras coldgenas

Stemn Cell fipo I, condrocitos
SHED Tejido nenvioso, miocitos Formacion osea
Stem cells from Human esqueléticos v lisos, células Dentina
Exfoliated Deciduous endoteliales, odontoblastos,
teeth asteoblastos, condrocitos,

adipocitos
SCAP Cdontoblastos, osteoblastos, Dentina, pulpa, hueso
Stem Cells from Apical adipocitos v células neurales. alveolar
FPapilla
DFPCs Cementoblastos, células Ligamento periodontal,
Dental Follicle neurales. matriz de cemento

Periapical Stem Cells
GSCs Adipocitos, condrocitos, células Comea
Gingiva Stem Cells limbicas comeales, células

neuranales, endotelio y

odontoblastos.
Pald SCs Osteocitos, condrocitos, Tejido periodontal
Palate Stem Cells adipocitos y células neuronales
Ad-M5Cs Condrocitos, hepatocitos, Ligamento periodontal,
Adipose Mesenchymal cardiomiocitos, adipocitos, hueso alveolar.
Stem Cells pdontoblastos, osteocitos, células

neuronales v células epiteliales.
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5. TECNICA DE OBTENCION DE CELULAS TRONCALES

5.1 Recoleccion

El método se basara, en primer lugar en obtener la fuente de células troncales
del sitio anatomico dental que se desea cultivar. Se recomienda que la
obtencion de células troncales se realice en pacientes sistematicamente sanos
y en un rango de edad de los 7 a los 30 afios, ya que se obtiene un numero
mayor de estas células de mejor calidad.

Para la obtencion de DPSC se puede recurrir a la extraccion de terceros
molares erupcionados e incluidos, supernumerarios, premolares y dientes
temporales en exfoliacion. Es preferible la recoleccion de células troncales de
dientes deciduos después de su extraccidn y no cuando éste ya tiene alta
movilidad, ya que indica un suministro de sangre limitado. Los dientes a extraer
deben tener pulpa y ligamento periodontal sanos. Dientes que presenten
caries de tercer grado, pulpitis irreversible, traumatismo, abscesos apicales,
fractura o algun factor que comprometa la vitalidad de los tejidos de
importancia, no seran viables para su obtencion.

Después de la extraccion del 6rgano dental, éste se colocard en solucion
salina de fosfato hipoténico frio, para garantizar el estado celular del tejido
pulpar y prevenir que el tejido se seque durante su transporte al laboratorio. El

tiempo entre la recoleccion de las células y su llegada al laboratorio no debe

7

exceder las 40 horas. —

\
\

Fig.13 Diente en solucién buffer?®
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5.2 Aislamiento de células troncales

Una vez en el laboratorio se sigue el siguiente procedimiento para la extraccion
de células troncales:

» El 6rgano dental se lava 3 veces con solucion salina fosfatada sin calcio
ni magnesio (PBS).

» Se desinfecta la superficie dental con etanol al 70% y se lava
nuevamente con PBS.

» Dentro de una camara de flujo laminar que deja el aire estéril por medio
de luz ultra violeta, el diente se disecciona cuidadosamente por la union
amelocementaria utilizando pieza de alta velocidad irrigando con
solucion salina para exponer la camara pulpar, a esto se le denomina

cultivo primario o aislamiento.

Fig. 14 Camara de flujo laminar®®
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» Unavez obtenida la muestra pulpar dentro de la cAmara de flujo laminar,
la pulpa se corta en varios fragmentos que se colocan en un tubo de
ensayo con 2 mg/ml de colagenasa tipo |y 4 mg/ml de dispasa con
agua a 37° C durante 60 minutos. Estas enzimas van a romper los
puentes de union entre las células y su matriz que en este caso, es la
coldgena y permitiendo que las células se aislen como tal.

— e

Fig. 15 Fragmentos pulpares y enzimas®

» Pasado el tiempo de digestidn se lavan con medio de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM) con suero fetal bovino al 10% por 3 minutos.
» Obtenido el numero de células necesarias, se centrifuga y se quita el

sobrenadante.

5.3 Cultivo celular

Para que las células troncales de la pulpa dental crezcan es necesario que
tengan nutrientes y estén en condiciones Optimas. Los extractos digeridos de

las pulpas dentales se dejan crecer en cajas de cultivo en presencia de:
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(DMEM) frio estéril. Este medio consiste en glucosa, glutamina, 100 mM de
aminoacidos no esenciales, 100 mM de piruvato de sodio, suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB) y una solucién de antibioticos (penicilina 100

Ul/mL, estreptomicina 100 (ug/mL) y fungisona/anfotericina B 0.3 pg/mL).% 31

Se dejan crecer por aproximadamente 2 a 5 semanas hasta obtener colonias
clonogénicas, en una atmosfera rica en oxigeno en un 95%, con 5% de bioxido
de carbono a una temperatura de 37° C. Las colonias aisladas son visibles
desde las primeras 24 horas. El medio de cultivo se renueva cada tercer dia,

para garantizar el crecimiento celular.?

L/

IO )
“390HAd NON

"

Fig. 16 Cultivo celular *2

5.4 Anélisis de colonias

Durante su crecimiento las células son observadas y analizadas para verificar

su viabilidad.

Se observa que se encuentren libres de virus, bacterias y hongos. El color del
medio de cultivo es de un rosa palido, si éste cambia a un color verde, rojo o

anaranjado indica la contaminacion de éste.
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Se realizan andlisis genéticos observando su estabilidad genética,
descartando la mutacion en sus cromosomas de modo que puedan tener una
reproduccion sana. Se ha observado que las DPSC pueden sobrevivir por
largos periodos de tiempo y tener hasta 80 pases de placa sin signos de
senectud.

Las células troncales deben tener buena adherencia al plastico y crecimiento
célular. Se comprueba su potencial de diferenciacion para los cuatro tipos
celulares: odontoblastos, condrocitos, adipocitos y células neurales. Algunos
meétodos para analizar la diferenciacion celular incluyen inmunohistoquimica y

la reaccién en cadena de la polimerasa reversa (RT-PCR).3

Para que realmente sean consideradas como células troncales requieren de
ser positivas a ciertos marcadores moleculares especificos. Estos marcadores,
codifican para proteinas especializadas que actian como receptores y tienen
la capacidad de sefializaciébn o adhesion. Existen varios tipos de receptores
que difieren en estructura y afinidad. Para identificar los marcadores de las
células troncales se usan nombres cortos basados en moléculas que estan
unidas a los receptores de superficie de la célula y para identificar un tipo de
célula troncal se utiliza la combinacién de varios marcadores celulares que

pueden ser positivos o negativos.'®

Utilizando la técnica de clasificacion de células activadas por fluorescencia
(FACS) por sus siglas en inglés, se detecta el marcador por medio de un
componente fluorescente que es activado en presencia de un haz de luz
ultravioleta. Se busca detectar positivamente los marcadores STRO-1 y CD

146, y negativamente el marcador CD34.18
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Tabla 2. Principales marcadores para el andlisis por citometria de flujo de las

células troncales de origen dental3

Marcador Tipo celular

STRO-1 Precursor mesenquimal
CD 34 Marcador hematopoyético
Nestina Sistema Nervioso Central
CD 105 Vascular endotelial

CD 146/MUC 18 Células troncales mesenquimales y endoteliales

Después de realizados los andlisis se vuelven a meter a la camara de cultivo
hasta la obtencion de al menos 10 colonias sanas lo que equivale a 200 mil

millones de células.

Todas las condiciones de laboratorio deben estar certificadas por las
autoridades competentes de manera que estos lugares tengan las condiciones
de asepsia, antisepsia y seguridad. Ya que cualquier tipo de variable puede
alterar el crecimiento celular, diferenciacion y producir riesgos en la persona

que las manipula.®

5.5 Criopreservacion

La criopreservacion es el proceso mediante el cual se preservan las células en

un estado indiferenciado por congelamiento, para su utilizacién futura.

Debido a que las células contienen agua, el proceso de enfriamiento debe ser
regulado para evitar la formacién de cristales. Se comienza a descender la
temperatura por medio de refrigeradores, con la temperatura inicial de 37°C se
desciende a 4°C y a — 4° C en un lapso de 12 a 24 horas. Posteriormente se

usan refrigeradores especiales que van a ir descendiendo la temperatura
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gradualmente de 1° C cada minuto de modo que se llegue a la temperatura de
-80°C. La muestra se divide en cuatro crio tubos y se almacenan en tanques
de nitrégeno liquido a una temperatura de -196°C. Cada una se almacena por
separado, de modo que si existiera un problema con las unidades de

almacenamiento, habra otra muestra disponible para su uso.

Para su descongelamiento el proceso es inversamente gradual para aumentar

Su temperatura.

Fig. 17 Tanque de nitrégeno liquido®®

Un estudio realizado con células troncales de los dientes deciduos (SHED),
demostro la viabilidad de las células después de su criopreservacion. Se
realizaron pruebas de regeneracién 6sea en calota craneal de ratones con
SHED frescas y la misma prueba con SHED criopreservadas durante 2 afios.
Ambos grupos de SHED (tanto frescas como criopreservadas), mezcladas con
hidroxiapatita, consiguieron regenerar los defectos craneales con resultados
similares y claramente superiores a los controles en los que Unicamente se

emple6 una matriz.3°
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Los estudios indican que las células troncales de origen dental siguen siendo
viables si son criopreservadas durante 3 afios. Aunque se ha observado que
después de su criopreservacion por largos periodos de tiempo, el nimero de
células troncales viables disminuye ya que van perdiendo sus capacidades

proliferativas.3% 4
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6. INGENIERIA TISULAR

La Ingenieria Tisular es el area cientifica que se encarga de la construccion de
tejidos biolégicos artificiales funcionalmente activos y su utilizacion
terapéutica, para restaurar, sustituir o incrementar las actividades funcionales

de los propios tejidos organicos. 3’

6.1 Componentes fundamentales

1.- Células troncales: las células troncales son utilizadas por sus propiedades
de auto-renovacion, diferenciacion y plasticidad. Se requiere contar con una
adecuada fuente de células a partir de la cual se obtendran las células para su
cultivo y proliferacion celular.®” 4 Se ha comprobado que las DPSC son

capaces de adherirse y proliferar en andamios.

2.- Andamios: es una matriz extracelular en 3D que funciona como sustrato de
adhesion y permite un adecuado crecimiento de células en su interior y/o
superficie.3” Estos permiten a las células subsistir hasta su incorporacién con
el huésped. Pueden ser de materiales metalicos, ceramicos, poliméricos,
naturales o sintéticos.t 33

Este material debe tener:

Biocompatibilidad o aceptacion por el organismo receptor.
Ausencia de toxicidad o efectos secundarios indeseables.
No carcinogénicos

Con posibilidad de esterilizacién para su manipulacién

Quimicamente estable e inerte.

D N N N N NN

Adecuada resistencia mecanica, elasticidad y cierta capacidad de

reabsorcion.

"
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v' Alto indice de porosidad. En un andamio, el diametro de poros
apropiado oscila entre 100 y 350 micras para hacer regeneraciones. Los
poros mas grandes son los mas adecuados para regenerar tejidos
mineralizados, mientras que los pequefios son mejores para estructuras
mas organizadas

v Facilidad de produccion y procesamiento.

Algunos ejemplos de materiales usados como andamios son:

Hidroxiapatita ceramica porosa (HA), fosfato tricalcico (TCP), colageno,
derivados del acido hialurénico, citosan, fibrina, hidrogeles como el alginato y
polimeros artificiales como acido poliglicélico (PGA), acido polilactico (PLA),

poli-caprilactona (PCL) y polimetil metacrilato (PMMA).*°

3.- Biomoléculas inductoras: son complementos en el medio de cultivo que se
encargan de desencadenar respuestas mediante mecanismos moleculares y
biolégicos que conducen a la migracion, proliferacion, division celular,
diferenciacion, mantenimiento del fenotipo o apoptosis. Los principales son las

citoquinas y los factores de crecimiento.t 37

Signals

Adult
Embryonic
Marrow stroma
PDL stem Regeneration Scaff0|d Collagen

Dental pulp stem Aliolar Bone wv— E:E;?nnectin
Periodontal ligament '

Cementum . N "\ Hyaluronic acid
Dentin '\ ‘ Proteoglycan
f‘/' \ Foams, fibers
Dental pulp o .
' ‘7'&\'&\ Gels and membranes
7 N\

Fig. 18 Componentes de Ingenieria Tisular®®

Y A

42

—
| —



FACULTAR

oy
|
DE
ODONTOLOGLA
w UNAM
1904

6.2 Técnicas de Ingenieria Tisular

En la actualidad, la Ingenieria Tisular se puede llevar a cabo utilizando tres
tipos de estrategias diferentes, las cuales dependen del uso de uno o mas

componentes fundamentales para guiar la regeneracion de tejidos.

1.- Terapia celular o transferencia celular: las células son extraidas,
aisladas y cultivadas, utilizando diferentes medios especificos que
permiten el crecimiento y la proliferacion de dichas células para
posteriormente inyectarse en la circulacién sanguinea o implantarse en
determinadas zonas del organismo para poder, de ese modo, suplir la
deficiencia estructural o funcional. El desafio est4 en la capacidad de
mantener el fenotipo de las células inyectadas y su adecuada liberacion.
Esta estrategia parece ser prometedora en la regeneracion de hueso y

cartilago.'# 39

2.- Induccién celular: la construccién de un nuevo tejido puede llevarse
a cabo fomentando la induccion del mismo, en el propio organismo.
Utilizando factores de crecimiento, que son capaces de estimular a las
células troncales existentes en la region en la que se desea crear el
nuevo tejido, con el objeto de potenciar su proliferacion, su
diferenciacion y su distribucion. Ejemplo de estos factores incluye;
factor de crecimiento fibroblastico 2 y 9 (FGFs-2 y 9), factor de
crecimiento transformante beta 1 (TGF-B1), factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) y proteina morfogenética 6sea.'# 39 40

3.- Conducciéon o elaboracion de constructos: un constructo es la
estructura que resulta de la asociacion de los tres elementos basicos:

las células, andamios y factores de crecimiento. Las células aisladas
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seran entonces expandidas en cultivo y finalmente sembradas dentro o
sobre un andamio que define la forma del tejido y soporta las células
durante su crecimiento. El disefio y la elaboracion de constructos para
uso clinico pueden adaptarse a las necesidades de cada paciente y
deben consegquir: la naturaleza estructural y funcional de los tejidos
naturales, el tamafio y forma deseada, la posibilidad de continuar su
desarrollo una vez implantado en el cuerpo, exposicion y liberacion
prolongada de dichas moléculas y la posibilidad de integrase
completamente al huésped.t4 37 39, 40

Idealmente, las células se adhieren al andamio, proliferan, se
diferencian y forman el tejido requerido. Entonces el recién formado
"organoide" puede ser trasplantado a continuacion en el paciente. Otra
opcién para esta estrategia se basa en la implantacion de los andamios
acelulares en el defecto, mientras que las células del cuerpo pueden

poblar el andamio para formar el nuevo tejido in situ.3°

Designing a scaffold with
- the required architecture
A
& & 7 | oatm o |8
¥ & E;’; &f&%& dé@ !
Q‘ F %
é\i @ Invitro expansion of cells

Enzymatic digestion of

tissue biopsy to produce

cellular suspension:

*Adherence

*Density

*Antibody-binding

*Roserting*

Signaling molecules to

Patient modulate cell functions

e.g, growth factors/ cytow Cellular scaffold

m

3D tissue construct to be

/

implanted to the patient Static or dynamic culture

of cellular seeded scaffold

Fig. 19 Estrategia de Ingenieria Tisular®®
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7. REGENERACION TISULAR DENTOFACIAL

Aunque los tratamientos quirdrgicos convencionales para problemas
dentofaciales congénitos y adquiridos siguen progresando, los resultados
finales funcionales y estéticos pueden ser impredecibles y a veces
insatisfactorios debido a complicaciones, infecciones y cicatrices. La medicina

regenerativa da una nueva perspectiva para obtener mejores resultados.3?

7.1 Angiogénesis

Es un proceso clave en la Ingenieria Tisular, ya que para conseguir buenos
resultados en este ambito hace falta aporte de oxigeno y de nutrientes a las
células implantadas o trasplantadas. Si no existe una rapida formacién

vascular hacia el tejido trasplantado éste se necrosara.*

Estudios recientes evidenciaron que las DPSC eran capaces de producir
factores proangiogénicos, tales como el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), la proteina quimio atrayente de monocitos (MCP-1), el
inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1) y la endostatina. Hallaron
que las DPSC no tenian influencia en la proliferacion de las células
endoteliales microvasculares humanas (HMEC-1), pero eran capaces de
inducir la migracién in vitro de estas HMEC-1. Los autores también realizaron
un ensayo en membranas de pollo, en que se mostré in vivo que las DPSC
son capaces de inducir la formacién de vasos sanguineos de modo
significativo, siendo la secrecién de moléculas angiogénicas, la responsable

de esta induccion.*?

Otros autores evaluan el trasplante de DPSC en modelo animal, en ratones

con isquemia de las extremidades posteriores, observando que en los casos

"
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tratados con DPSC encontraban mayor flujo sanguineo y una mayor densidad
capilar comparadas con las de animales tratados con células troncales de

médula 6sea y tejido adiposo.*?

7.2 Complejo dentino-pulpar

A diferencia del esmalte, la dentina y la pulpa se pueden regenerar, sin
embargo la pulpa al estar encerrada por la dentina y tener un limitado
suministro de sangre apical, tiene una capacidad limitada para regenerarse.

La terapia con células troncales ha sido intentada para la regeneracion del
complejo dentino-pulpar. En un estudio aplicado en ratones
inmunocomprometidos se observo que tejido similar al de la pulpa y dentina
(con fibras colagenas y proteinas de la dentina como la sialoproteina dentinal),
se puede regenerar en un espacio del conducto radicular, si es llenado por
DPSC junto con un andamio de HA/TCP. 317,20

La Endodoncia Regenerativa se encarga de sustituir el tejido pulpar enfermo
o traumatizado por tejido sano a través de la combinacion de desinfeccion y
desbridamiento de los sistemas radiculares con ampliacién apical para permitir
la revascularizacion con la aplicacibn de células troncales, andamios

inyectables y factores de crecimiento.** 4°

Fig.20 Jeringa disefiada para la inyeccion de hidrogeles en conductos radiculares®®
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Se report6é un estudio en el que se presentaron tres casos que describen el

tratamiento de dientes necroticos o inmaduros con periodontitis peri radicular,

que no fue tratada con técnicas convencionales de apexificacion. En este

estudio, las células troncales dentales fueron obtenidas de la papila apical de

terceros molares autélogos y fueron llevadas por andamios de hidrogel para

llenar el espacio del canal radicular con el fin de estimular el desarrollo de la

morfologia del apice. Todos los casos presentados desarrollaron apices

maduros y curacion del hueso después de 3 a 4 meses, después del

tratamiento sin complicaciones y mas rapido que los tratamientos

tradicionales.*®

Fig. 21 Radiografia preoperatoria
de segundo premolar con apice

abierto y presencia de lesion*®

Fig. 22 Seguimiento a dos afios*

—

Caso 1

Paciente Femenino 20 afos edad
Antecedentes: trauma

Segundo premolar inferior sin
presencia de caries

Descoloracién clinica de la corona
Negativo a pruebas de sensibilidad
Negativo a pruebas periodontales
Se diagnosticé necrosis pulpar

Radiografia inicial muestra apice
abierto de 5mm
Zona radioldcida apical

Tratamiento realizado: acceso,
limpieza de conducto, inyeccién de
constructo y curacion.

Observacion posterior 30 dias
después: sin alteracién, asintomatico,
cierre apical y engrosamiento de
paredes del canal radicular.

Se preparo y obturé el conducto y se
mantuvo en observacion.
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Andamios libres de células como Emdogain gel o combinacion de Emdogain 'y
plasma rico en plaquetas estimulan la regeneracién del complejo dentino-
pulpar. Los factores de crecimiento por ejemplo, factor de crecimiento de
fibroblastos basico (bFGF) y el factor de crecimiento transformador 1 (TGF-
B1) han sido también incluidos dentro de los andamios para modular la funcion

de las células troncales.

Debido al tamafio y el confinamiento de la pulpa dentro del canal de la raiz, la
terapia celular y el uso de hidrogeles inyectables junto con la terapia ex vivo
que consiste en el aislamiento de células troncales desde el tejido pulpar, su
diferenciacion en odontoblastos y finalmente su trasplante autoélogo,
representan el enfoque estratégico comun para la ingenieria del complejo

dentina-pulpa.

Sin embargo, la naturaleza altamente organizada y especializada de tal
complejo, por ejemplo, la presencia de diferentes capas de células en un orden
especifico en la pulpa, requiere investigacion a fondo para desarrollar una
tecnologia que permita el disefio de esta estructura jerarquica y hay mas
aspectos que deben afinarse como los irrigantes mas adecuados que
favorezcan las condiciones de mantenimiento celular, el tipo de antibiético mas

adecuado o el nivel de insercién del constructo.

7.3 Periodonto

La periodontitis es una condicion generalizada de la inflamacion que causa la
destruccion de los tejidos de soporte de los dientes (encia, hueso alveolar,
ligamento periodontal, cemento radicular) y finalmente, la pérdida de los
dientes. Estudios cientificos recientes sugieren que la enfermedad periodontal

desempefia un papel, en enfermedades sistémicas como diabetes mellitus y
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enfermedad cardiovascular. Por lo tanto, el tratamiento apropiado beneficiara
la salud oral y sistémica general.

Regenerar el periodonto es un desafio debido a su compleja estructura, ya que
requerira mdultiples poblaciones celulares o una poblacién de células

multipotenciales.®?

Potenciales factores de crecimiento para la regeneracion periodontal incluyen:
proteinas morfogenéticas 0seas, factor de crecimiento derivado de plaquetas
y el factor de crecimiento fibroblastico. La combinacion de estos factores de
crecimiento con membranas de colageno mejor6 la actividad celular de los
osteoblastos humanos in vitro.?2Independientemente de la eficacia clinica de
las membranas de colageno en combinacién con factores de crecimiento, la
degradacion in vivo de colageno podria ser demasiado rapida para permitir la

regeneracion de tejidos en defectos de gran tamafio.

El uso de plasma rico en plaquetas (PRP) como fuente de factores de
crecimiento se ha empleado también para mejorar la cicatrizacion periodontal
y promover la regeneracion de hueso. PRP demostr6 un aumento en la
proliferacion, diferenciacion y la expresion génica de las células troncales del
ligamento periodontal y de la pulpa dental. Esta combinacion fue eficaz y se

ha convertido en parte de la practica clinica periodontal.??

Trasplante de células derivadas del ligamento periodontal ha demostrado el
potencial para regenerar la insercion periodontal en estructuras in vivo.

En un estudio clinico se evaluo el potencial de PDLSC autologas (PDLP) para
la reconstruccion de defectos intradseos en tres pacientes masculinos con
periodontitis. Paciente Ay B de 25 afios de edad y paciente C de 45 afos de
edad, sin enfermedades sistémicas, no fumadores y con defectos 6seos de 6

mm a 10 mm en el sondeo de profundidad. Los criterios de inclusion fueron:
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dientes vitales, libres de signos radiogréficos de abscesos periapicales,
presencia de terceros molares para la obtencion de PDLP. El procedimiento
fue: Fase | durante los tres primeros meses y debridacion por colgajo con el
injerto de un andamio de hidroxiapatita con PDLP sembradas.

Los resultados de este estudio clinico demostraron que paciente A y B,
mostraron una recuperacion significativa del tejido 6seo y reinsercion del
epitelio. El paciente C, presentd mejoras en la movilidad dental y en la
profundidad del sondaje. Los pacientes fueron monitoreados cuidadosamente
sobre el curso de 3, 6, 12, 26, 32, 42 y 72 meses, en el que se evalud la
profundidad del sondaje y se observé una disminucion constante en los niveles
de profundidad. No hubo efectos adversos durante todo el seguimiento en
todos los pacientes tratados. Esta investigacion concluyd que el tratamiento
quirargico basado en PDLSC autdlogas pueden ser eficaces para la
periodontitis.*6

Fig. 23 Paciente A.*6

- -
o

Paciente A

Se muestra destruccién del tejido periodontal
en preoperatorio causada por periodontitis
(flecha en Pre-Ope).

' Imeses autdloga, la zona implantada mostro
||la regeneracion del tejido periodontall
(flechas en Post-72M).

El analisis radiografico mostré reabsorciénl
O0sea en el periodo preoperatorio (circulo
amarillo en el Pre-Ope)

* lImplantacion PDLP a 1 semana después de
'lla operacion (circulo amarillo en Post-1W)

4 meses de postoperatorio (circulo amarilloj
len Post-4M)

K : s (o T .
LB 2 i s [
: P | Lk SR

1 et A U5 O

i

n— [ 72 meses después de la operacion (circulol
Post-4M | Post-72M

lamarillo en post-72M).
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Post-72M '

La cuestién pendiente con esta terapia, es la medida en
que cualquier periodonto reconstruido pueda mantener
la integridad y funcion durante la masticacion por largos

periodos de tiempo.

1904

PACIENTE B

Se observa destruccion
del tejido periodontal
en preoperatorio
causada por
periodontitis (flecha en
Pre-Ope).

Después de la
implantacion PDLP a
72 meses, la reentrada
quirurgica a la zona
implantada mostro la
regeneracion del tejido
periodontal (flechas en
Post-72M).

Andlisis radiogréfico
mostré reabsorcion
Osea en el periodo
preoperatorio (circulo
amarillo en el Pre-Ope)

La implantacion de
PDLP en el mes
después de la
operacion 1 (circulo
amarillo en Post-1M)

3 meses después de la
operacion (circulo
amarillo en Post-3M)

72 meses después de
la operacion (circulo
amarillo en post-72M)
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En Odontologia, los defectos 0seos son afecciones que oscilan desde
recesiones que miden milimetros hasta la reseccion completa de la mandibula.
Enfoques clinicos actuales para la reconstruccion de defectos Oseos
craneofaciales incluyen los injertos de hueso autélogo, injertos 0seos

alogénicos y los injertos prostéticos tales como placas de titanio. 8 33,37

Estudios in vitro e in vivo han revelado que todas las poblaciones de células
madre dentales demuestran la posibilidad de sufrir una diferenciacion
osteogénica en vitro y en vivo. La capacidad de las células troncales de
diferenciarse en una variedad de tipos celulares, como las células endoteliales
y nervios, puede aumentar la viabilidad de los injertos de células troncales

resultando en una base mas sélida de hueso.

Para iniciar el hueso en formacién in vitro, las células troncales son
estimuladas con sustancias quimicas tales como &cido ascorbico,
dexametasona y B-glicerofosfato que promueven la diferenciacion osteogénica

y mineralizacion.?®

Los principales factores de crecimiento que promueven la angiogénesis y la
osteogénesis son: BMP2, TGF-beta y VEGF.*?

Se ha aceptado ampliamente la combinacién de hidroxiapatita y fosfato
tricélcico (HA-TCP), ya que proporciona una buena capacidad de integracion
6sea y mantiene una tasa de reabsorcién apropiada.l® Actualmente la
combinacion de colageno, hidroxiapatita, péptidos osteogénicos y células

troncales es el biocomplejo idéneo.

"
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Kawai y cols. Obtienen buenos resultados investigando la capacidad
osteogénica de las DPSC, implantando DPSC con una matriz de colageno en
fracturas de fémur de ratas, comparando los resultados con un grupo de
control en el que colocaban solo una esponja de colageno y con otro grupo en
el que dejaban cicatrizar la fractura por si misma. En el andlisis histolégico
encontraron en los casos tratados con DPSC y esponja de colageno un
incremento significativo en el numero y tamafio de los osteoblastos, asi como
en las tasas de mineralizacion, mientras que la tasa de reabsorcién Osea
disminuyd. El trasplante de DPSC en estos animales consiguié promover la

osteogénesis y la cicatrizacion de la fractura de forma significativa.4’

En un estudio realizado por d Aquino en ltalia, se emplearon DPSC junto a
una matriz de esponja de coldgeno para regeneracién 6sea en humanos. La
investigacion se realiz6 en pacientes con reabsorcion de la cresta alveolar
distal al segundo molar inferior debido a la impactacion del tercer molar, lo que
generaba un defecto sin paredes de, al menos 1,5 cm de altura. Se extrajeron
los terceros molares superiores, se aislaron y cultivaron sus DPSC. Se
rellenaron en el mismo acto quirdrgico los defectos 6seos postextraccion de
los terceros molares inferiores con matrices de esponja de colageno
impregnadas en unas 50 mil DPSC aproximadamente en un lado y esponjas
de colageno sin DPSC en el lado de control. En 7 dias se apreciaba codmo en
el lado con la matriz de células troncales existia mayor densidad 6sea. Esos
resultados se mantuvieron en el tiempo. A los 3 meses el lado tratado con el
injerto autdlogo de DPSC y coldgeno mostré reparacion vertical optima (6,2
mm frente a 4,4mm). Las observaciones histolégicas mostraron claramente
una regeneracion 0sea completa en la zona tratada con DPSC, con un hueso
bien organizado, bien vascularizado y con una estructura lamelar rodeada de
canales haversianos frente a un hueso inmaduro, incompleto y con evidencias

de reabsorcion 6sea en el lado de control.*8
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Fig. 25 Lado control: exodoncia y extraccion pulpar del diente. Se coloca una esponja

de colageno sin células troncales pulpares en el lugar de la exodoncia y se sutura.®

Fig. 26 Lado variable: extraccién del tercer molar. Formacién de biocomplejo a partir

de la unién de la esponja de colageno y las células troncales*
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Fig. 28 Radiografia y control clinico 7 dias después de la intervencion quirdrgica. En
el sitio T es posible observar la gran brecha detras de las raices distales del segundo
molar derecho. La flecha doble amarilla evidencia la brecha vertical y la flecha de dos
puntas blanca indica la brecha horizontal. (B) del lugar de ensayo. Sitio (C) de control*®

Tres aflos después se observd que el hueso regenerado por DPSC estaba

compuesto de hueso compacto con buena vascularizacién, con mayor
densidad en su matriz que los casos control. Observando la cavidad oral en
buen estado, con mucosa oral y funcién dental en condiciones normales,
descartando la presencia de inflamacion, morbilidad o infeccion en los sitios
de intervencion. Segun los autores, aunque este hueso regenerado no sea de
la calidad habitual de la mandibula, podria ser muy util en algunas situaciones
clinicas ya que al ser mas compacto, podria incrementar la estabilidad de los

implantes dentales.*°
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Fig. 29 Radiografias mostrando los sitios T (trasplante de células) y C (lado control)
de uno de los pacientes del estudio .*°

En A (antes de la cirugia), los terceros
molares inferiores pueden verse en
estrecho contacto con las raices de los
segundos molares.

En B (inmediatamente después de la
cirugia) la profundidad del defecto, que
es de las mismas dimensiones en
ambos lados, es claramente visible. Las
puntas de flecha azules indican la
brecha vertical, mientras que las puntas
de flecha verdes muestran la brecha
horizontal.

En C (6 meses después de la cirugia)
se observa una regeneracion vertical,
mas evidente en el sitio de T.

En D (un afio después de Ila
intervencion), la regeneracion ésea fue
mayor en el sitio T; habia menos
exposicion de la raiz distal del segundo
molar que en el sitio C.

En E (tres afios después de la cirugia),
el sitio T fue completamente
regenerado, con una mejor altura 6sea
vertical con respecto al sitio C.

Las flechas rojas indican las uniones
cemento-esmalte.

Three years{" after surge

A pesar de los resultados positivos, este procedimiento s6lo se pudo seguir
con 7 pacientes, por tanto, se deberia repetir en una poblacion mas amplia

para comprobar si efectivamente funciona.

En 2010 en el Hospital infantil de Cincinnati, Taylor realiz6 la reconstruccion
bilateral del arco cigomatico de un paciente con sindrome de Treacher Collins
a través de un andamio con células troncales de tejido adiposo y factores de
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crecimiento. Las pruebas histologicas revelaron la formacion de hueso laminar
sano, tras el tratamiento no se presentaron complicaciones a 6 meses de

seguimiento.?’

7.5 Mucosa oral

La fabricacion de mucosa oral mediante la Ingenieria Tisular se realiza a partir
de queratinocitos y fibroblastos procedentes de pequefias biopsias de la
cavidad bucal. Los queratinocitos y fibroblastos se aislan y expanden en
cultivos especificos que estimulan el desarrollo de ambas estirpes celulares.
El siguiente paso consiste en la fabricacién de una lamina propia artificial que
aloje a las células y de consistencia a la mucosa. Para ello se han utilizado
compuestos como colageno, gel de fibrina, agarosa o mezclas de ellos.**

La elaboracion in vitro de la mucosa oral se realiza sobre soportes porosos de
policarbonato, depositando primero el corion artificial, con los fibroblastos en
su interior, y colocando posteriormente sobre €l los queratinocitos previamente
aislados y expandidos, todo ello en un medio de cultivo adecuado que se va
renovando progresivamente. En varios dias se produce proliferacion y
diferenciacion de la poblacién queratinocitica. En la lamina propia artificial, los
fibroblastos comienzan a sintetizar material extracelular, especialmente

colageno.

7.6 Glandulas salivales

El tratamiento de la patologia hipofuncional de las glandulas salivales es otro
de los campos donde las DPSC estan siendo investigadas con buenos

resultados, considerandolas una buena alternativa terapéutica.

La xerostomia es debida a una reduccion funcional de las glandulas salivales,

bien por Sindrome de Sjogren, por radioterapia para tratamiento de cancer de
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cabeza y cuello, por farmacos, diabetes o por la edad, haciendo que los
pacientes tengan dificultades al tragar o hablar, a la vez pueden causar

enfermedades dentales como caries y periodontales como la gingivitis.

En la Universidad de Washington se han investigado en ratas los efectos de
afladir o no DPSC a células troncales de glandulas salivales (HSG) en un
hidrogel de &cido hialurénico. En el grupo tratado con DPSC+HSG
aproximadamente 1 millén de células de cada tipo, hallaron una mayor
expresion de marcadores mesenquimales, endoteliales, neuronales,
angiogénicos y de diferenciacion a glandula salival madura. Asimismo
encontraron estructuras hacinares y ductales con abundante vascularizacion,
mas maduras y también mostraron la produccion de a-amilasa salival. Los
autores concluyen que las DPSC tienen potencial en terapia celular como
inductoras mesenquimales en regeneracion, reparacion e Ingenieria Tisular

glandular.®

7.7 Bioingenieria dental

En la ultima década, los implantes dentales se han convertido en la técnica
mas practicada y confiable para la restauracién de la denticion. Sin embargo,
conlleva desventajas como la falta de contorno natural, ausencia de ligamento
periodontal y relacion estructural con el hueso alveolar. Estas deficiencias han

llevado a la busqueda de otras alternativas.

La meta de la regeneracion dental es complicada por la naturaleza del diente
mismo. Un diente intacto se compone por cuatro distintos tejidos: pulpa,
dentina, esmalte y cemento. La raiz del diente es apoyada por el ligamento
periodontal y rodeada por el hueso alveolar. Esta diversidad de tejidos junto
con la necesidad de que el diente pueda soportar las fuerzas de masticaciéon

hace bastante compleja la Ingenieria Tisular de la denticion.
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En una investigacion realizada por Tzong-Fu et al se decide llevar a cabo la
regeneracion de tejidos dentinarios y pulpares, con el propdsito adicional de
saber si estas estructuras, tras ser trasplantadas en mandibulas de cerdos,
tendrian algun tipo de funcién. Utilizaron un andamiaje a base de un tri-
copolimero formado por gelatina, condroitina y &cido hialurénico, con un
tamafo de poro uniforme de 180 micras. Las células troncales que fueron
utilizadas eran provenientes del foliculo dental (porcino) y, como resultado,
demostraron la regeneracién de un diente con la formacion de raiz, dentina,
pulpa, cemento y ligamento periodontal. En 36 semanas, se regeneraron
dientes en dos de los seis cerdos. El resto de ellos presenté un tejido tipo
dentina-hueso sin ningun tipo de organizacién dental o periodontal.

Se observé que los dientes eran mas pequefios de lo normal y sin presencia
de esmalte. Proponen que el tamafio de los dientes es proporcional al
andamiaje utilizado, ya que las piezas dentarias regeneradas son de las
mismas dimensiones del andamiaje. Estos autores pudieron encontrar una
estructura dentino-pulpar, con sus tubulos dentinarios, cemento y ligamento

periodontal unido al hueso.!

En Estados Unidos consiguieron generar nuevas raices dentales en cerdos
gracias a células troncales procedentes de dientes humanos. En lugar de
intentar formar un diente entero, Sonoyama y su equipo se propusieron
generar una “bio-raiz” mediante la utilizacién de SCAP y PDLSC, para una
posterior colocacion de una corona de porcelana en cerdos. Una vez
identificadas las células troncales apropiadas para crear una nueva raiz dental,
estos investigadores reemplazaron un incisivo de un cerdo enano por una
estructura en forma de raiz, hecha de material ceramico de hidroxiapatita y
fosfato tricélcico (HA/TCP) que servia de andamio y vehiculo transportador de
SCAP y PDLSC procedentes de los terceros molares de jovenes de entre 18

y 20 afios de edad. Tres meses después de implantar estas células se

"
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incorpord una corona sintética de porcelana sobre la nueva raiz remineralizada
que contaba con nuevos ligamentos desarrollados ahi mismo vy un tejido
mineralizado parecido a la raiz. Se demostré que los nuevos tejidos formados
eran humanos, después de 6 meses de la implantacion se comprob6 que,
aunque el nuevo diente no era tan resistente (aproximadamente dos tercios de
un diente natural), tenia la suficiente calidad como para cumplir su funcién.? 22

Fig. 30 Raiz y estructura periodontal con corona en cerdos. * %

- W

o o

Canp;esswe
strength (MP

(A) Incisivo porcino extraido y estructura en forma de raiz, sembrada con células

troncales de la papila apical. (B) Andamio sembrado con células troncales del
ligamento periodontal, cubriendo el andamio cargado con SCAP. Estas se
implantan en el alveolo del incisivo inferior. (C) Implantacién en el alveolo tras la
extraccion del incisivo inferior. Se observa un canal creado previamente en el
centro del andamio (flecha). (D) Se sella el canal con un relleno temporal para
cementar la corona de porcelana en el proximo paso. (E) Se sutura el implante
para 3 meses. (F) Se expone el implante y se remueve el relleno temporal,
descubriendo de nuevo el canal del andamio. (G) Una corona prefabricada se
cementa en la estructura. (H) Sutura de la porcion expuesta. (I, J) Tras cuatro

semanas, se pudo observar como la corona se retuvo, tras el funcionamiento

"
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normal de esa pieza. (K) Después de 3 meses, el implante form6 una estructura

dura a nivel radicular en el area incisal, demostrada con TAC. Se observa un

espacio de ligamento periodontal entre el implante y el tejido éseo (flecha). (L, M)

Se aprecia que el implante contiene dentina nuevamente regenerada dentro del

implante y tejido periodontal en la parte externa. (N) Analisis de las fuerzas

compresivas. Las bio-raices nuevamente formadas tienen una mayor fuerza que

el andamio original, pero menor que una raiz natural.

Independientemente de estos logros, varios desafios deben ser enfrentados.

Por ejemplo, alcanzar la continuidad del diente disefiado, con el hueso de la

mandibula por periodonto completamente funcional y pulpa altamente

vascularizado, la comprension de los acontecimientos que estan involucrados

en la ingenieria de un tipo especifico de dientes (incisivos, caninos, premolares

o0 molares), una vez recibiendo el tipo requerido de diente, el control de la

anatomia y el color de los dientes es otra area que requiere investigacion.

Tabla 3. Descripcion general de formacion in vivo de tejido duro utilizando células

troncales de origen dental®® >°

Tipo Andamio Area del implante y tipo animal

celular

DPSC PLGA Implante subcutdneo en conejos
blancos

DPSC  Gelde colageno Hueso alveolar de diente perdido
de ratén adulto

DPSC BMP2 En region pulpar amputada de
perros adultos

DPSC PRP Defecto 6seo mandibular de

perros adultos
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Estructura de dentina
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7.8 COrnea

La cornea es la capa externa transparente ubicada sobre el iris y su funcion es

transmitir y refractar la luz que ingresa al ojo hacia la retina.

Células troncales epiteliales corneales se encuentran en la capa basal del
limbo; la zona de transicion entre la cérnea y la conjuntiva bulbar. Estas células
son importantes porque regeneran la coérnea y su deficiencia produce

opacidad, erosiones, dolor, lagrimeo, fotofobia y pérdida de la vision.>2

Insuficiencia limbica puede ser causada por una variedad de condiciones, tales
como trastornos genéticos, lesiones quimicas o térmicas, radiacion,

enfermedades inflamatorias y cirugias previas.>?

En los pacientes con deficiencia de células troncales limbares unilateral, el
trasplante de limbo corneal del ojo contralateral es un método aplicable, sin
embargo, causa una deficiencia de células troncales limbares del ojo sano.
Este procedimiento requiere la inmunosupresion a largo plazo que implica
altos riesgos oculares y complicaciones sistémicas serias. Para resolver estos
problemas, la reconstruccion de la superficie ocular con células troncales de

la mucosa oral se ha aplicado con éxito en los pacientes.5? 53

Existen varios grupos de investigacion realizados con éxito en animales para
la reconstruccion de cérnea, ya que las SHED y las células troncales de la

mucosa oral expresan marcadores corneales in vitro.5

Pereira y cols. Evaluaron en conejos el tratamiento del déficit total de células
troncales del limbo con una matriz celular generada in vitro compuesta por

SHED. A los 3 meses evidenciaron una mejora en la transparencia corneal de

"
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los casos tratados con SHED frente a una total conjuntivalizacion y
opacificacion de las corneas de los controles. Estos datos fueron confirmados
mediante estudio histolégico en el que se observd un epitelio corneal sano y

uniforme con menor neo-vascularizacién, en los casos tratados con SHED.>°

Fig. 31 Trasplante de lamina de células de tejido de ingenieria hecha de SHED

indiferenciadas®

(A) Morfologia de SHED. (B) Tres dias después de alcanzar confluencia, las
células forman una lamina de células. (C) La lamina de células viables se cosecha
mediante la reduccion de la temperatura a 20 ° C durante 30 minutos. (D) Hoja de
SHED (flecha) se cosecha con el uso de un partidario en forma de rosquilla
(blanco). Tejido (E) la conjuntiva sobre la cérnea se extirpa quirdrgicamente para
exponer el estroma corneal trasparente. (F) Hoja de SHED se coloca en el lecho
estromal. (G) La hoja se adhiere al estroma de la cornea y se retira el apoyo. (H)

Membrana amnidtica se coloca sobre la hoja de células y se sutura.
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Y

(A1-E1) muestran los ojos de
los conejos después de un mes
de quemadura quimica

(A2-E2) muestran los ojos de
los conejos 3 meses después
del trasplante de lamina de
células

(J1-K1) y (J2-K2) muestran los
ojos de los conejos después de
guemadura quimica y
trasplante de membrana

Un estudio clinico en Japon, demostré la capacidad de las células troncales
de la mucosa oral para regenerar cérnea. Los pacientes tratados tenian
deficiencia limbar en ambos ojos. En cada paciente se realiz6 una biopsia
excisional de 3mm por 3mm de tejido de la mucosa oral. Células troncales de
la mucosa oral fueron aisladas y cultivadas, reduciendo la temperatura del
cultivo de 37° C a 20° C, se pudo separar las células cultivadas de la superficie
como una lamina de células trasplantables, excluyendo asi la utilizacion de un
andamio. Posteriormente la lamina cosechada se colocO sobre el lecho
estromal, cubriéndose con un lente de contacto blando para su proteccion
durante su curacién. Dentro de una semana se observo la reepitelizacion
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completa de la superficie de la cornea. Durante un periodo de seguimiento de
14 meses, la trasparencia corneal se mantuvo, mejorando la agudeza visual

paulatinamente y no se observaron complicaciones.5? 6

Los autores indican que esta terapia tiene una tasa de éxito superior al 70% a
tres afos de seguimiento.

Ll

| Oral mucosal tissue |

( —  Isolation of epithelial cells
o— "« - | byenzymatic digestion

\‘l'\
-

Suspen'ded cells
oo e ‘
e C{g‘*’f) Soge
IReduce temperature to 20°C] %w'!" =

|
; @@\ Culture at 37°C for 2 weeks @ﬁ

» e PRt

| Temperature-responsive culture dish |

Fig. 33 Reconstruccién de la superficie ocular mediante el trasplante autélogo de

laminas de células fabricados a partir de células epiteliales de la mucosa oral®?
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8. ASPECTOS LEGALES

8.1 Normas legales

Los avances en el campo relacionado con las células troncales, han llevado a
los investigadores a plantear interrogantes que sobrepasan el ambito médico

e incurren en el campo de su regulacion juridica.

Hasta ahora no existe una Norma Oficial Mexicana por parte de las
autoridades de la Secretaria de Salud que determine con detalle el uso,
resguardo, reglamentacion, manipulacion, propiedad y aplicacion terapéutica
de las células troncales de cualquier tipo, creando un vacio legal en nuestro

pais, lo cual favorece la desinformacion.

La Ley General de Salud se encarga de regular este tipo de material biologico,
sin embargo, no se refiere especificamente a la clonacion o manipulacion de
células troncales. En relacion con la investigacion con seres humanos y el
proceso de clonacion, La Ley General de Salud establece las siguientes bases

en su articulo 100:%7

l. Debe adaptarse a los principios cientificos y éticos que justifican la
investigacibn médica, especialmente a la posible contribucién a la
solucion de problemas de salud y al desarrollo de nuevos campos
de la ciencia médica.

Il. Podra realizarse so6lo cuando el conocimiento que se pretenda
producir no pueda obtenerse por otro método idoneo.

I, Podra efectuarse sélo cuando exista razonable seguridad de no
exponer a riesgos ni dafos innecesarios al sujeto en

experimentacion.

"
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V. Se deberd contar con el consentimiento informado por escrito del
sujeto en quien se realizara la investigacion, o de su representante
en caso de incapacidad legal.

V. Solo podra realizarse por profesionales de la salud e instituciones
médicas que actlen bajo la vigilancia de las autoridades sanitarias
competentes.

VI. El profesional responsable suspendera la investigacion en cualquier
momento, si sobreviene el riesgo de lesiones graves, invalidez o

muerte del sujeto en quien se realice la investigacion.

Para la obtencidén de células troncales de origen dental, se deben tomar en

cuenta los siguientes requisitos médico-legales®:

v" Reglamento de la Ley General de Salud (RLGS)

v" Reglamento General de Salud en Materia de Control Sanitario

v" Historia Clinica

v Consentimiento Informado

v' Comisién General para la Proteccidbn contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS)

v Food and Drug Administration (FDA)

v" Human Tissue Authority (HTA)
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8.2 Bancos privados de células

Los bancos privados de células troncales han sido promovidos por empresas

privadas en todo el mundo.

Estos bancos ofrecen:

e Planes a largo plazo para criopreservar las células troncales, dando
como ultima oportunidad la recoleccion de dientes deciduos para la
obtencion de células troncales.

¢ Informacion donde afirman que las células troncales dentales pueden
curar enfermedades sistémicas y neurodegenerativas, del propio
paciente y sus familiares.

e Dar un seguimiento real por internet a los pacientes, del proceso de

obtencion, de sus células troncales.

La aplicacion de las células troncales dentales para el tratamiento de
enfermedades sistémicas y neurodegenerativas, sigue en etapa clinica de

investigacion.

El uso de las células troncales dentales extraidas de un paciente menor de
edad, no podran ser usadas por sus familiares hasta que éste cumpla la

mayoria de edad.

Estudios contados han demostrado que las células congeladas mantienen sus
propiedades después de su criopreservacion por 3 afos, pero ni un estudio ha
evaluado los efectos del almacenamiento a largo plazo (10 afios) y teniendo
en cuenta que los niflos pierden naturalmente 20 dientes deciduos y con
frecuencia los terceros molares son extraidos con fines clinicos o de
ortodoncia, los dientes representan una fuente accesible y minimamente

invasiva con multiples oportunidades para obtener estas células a diferencia

"
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de las de corddn umbilical. Ademas la probabilidad de uso es de 1 en 600 mil
casos si es autdlogo y 1 en 20 mil casos si es alogénico, por lo que adquirir un
plan de criopreservacion a largo plazo, de células troncales de dientes

temporales exfoliados no es opcién recomendable.

Fig. 34 Slogan y plan de pago para la criopreservacion de células del banco privado
Bioeden México.%®

BiOEden @ (: udarda un ﬁ_,’,.‘;_:[' ’f_\ Precio
*  Salva una vida. (USD)

1 Hijo

1 Afio de preservacion $865
6 Arios “ $1,260
11 Afos © $1,660
21 Aiios * $2,365
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CONCLUSIONES

La Ingenieria Tisular en Odontologia se visualiza en el futuro como una terapia
regenerativa de vanguardia que permitird mejorar la calidad de vida de los
pacientes a través del uso de células autélogas, provenientes de tejidos
dentales con minima invasion para su extraccion y con el potencial de reducir

complicaciones después de la terapia aplicada.

Numerosos estudios han reportado, que las células troncales mesenquimales
de origen dental son viables por sus caracteristicas, para el tratamiento de
lesiones orales y tienen interactividad con biomateriales para su aplicacion en

la Ingenieria Tisular.

Actualmente estas terapias ya se estan utilizando para el tratamiento de
patologias en diversos 6rganos, pero con el sistema estomatognatico su

aplicacion se encuentra en etapas de investigacion.

Por el uso de andamios diferentes y la heterogeneidad de los estudios, es
necesaria la elaboracién de mayor nimero de ensayos clinicos controlados
gue corroboren los resultados obtenidos por las investigaciones realizadas en
modelos animales de experimentacion e in vitro, investigando en profundidad
los mecanismos de diferenciacion, crecimiento, interaccion de células
troncales con el sistema inmunolégico, interaccion con los biomateriales
aplicados en andamios, asi como todas las variables que puedan influir en los
resultados, para desarrollar la aplicacion clinica éptima y segura de esta

terapia.

Los odontdlogos estan posicionados para convertirse en uno de los
principales proveedores de células troncales; pudiendo participar en la

extraccién, recoleccion y aplicacion de las células troncales de los dientes de

"
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sus pacientes. Es por esto que los que participan en este nuevo rol, deberian
ser conscientes de las caracteristicas, aplicaciones y usos clinicos de células

troncales, asi como el asesoramiento a pacientes del uso de bancos privados.
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