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Resumen

En ingenieria tisular, las Stem Cells (SC) son las células mas prometedoras, se
definen como células clonogénicas, indiferenciadas que tienen dos propiedades:
A) La autorrenovacioén, que es la capacidad de dividirse en mas células madre.

B) La capacidad de diferenciarse en uno o varios tipos de células especializadas,
bajo condiciones apropiadas o sefiales correctas como en condrocitos, adipocitos
y osteocitos entre otros. Dichas células pueden ser aisladas principalmente de
médula ésea, cordon umbilical y tejido adiposo, donde se han hecho proliferar en
cultivos in vitro, permitiendo estudiar algunas de sus propiedades funcionales. En
la ultima década se han estudiado sus nichos y sefiales especificas que modulan
su potencial de diferenciacién. En la cavidad oral podemos encontrarlas en la
pulpa, en el foliculo dental y en el tejido conectivo gingival entre otros. La pulpa
posee células mesenquimatosas indiferenciadas que derivan del ectodermo de la
cresta neural, constituyendo una reserva celular y poseen la capacidad de
diferenciarse en nuevas estirpes celulares.

Las SC ofrecen una esperanza para el futuro tanto en medicina como en
odontologia, dada su gran potencial para ser utilizadas en la terapia celular y la
ingenieria de tejidos, por su capacidad de regenerar 6rganos dafiados y enfermos.
En el tejido dentario se han aislado y caracterizado poblaciones de células madre
adultas derivadas de la pulpa dentaria, el ligamento periodontal, la papila apical y
el foliculo dentario. Las células madre de la pulpa dentaria fueron aisladas por
primera vez por Gronthos y col., en el 2000, de pulpa dental de terceros molares
retenidos. Los datos presentados en su investigacion demuestran que la pulpa
dental adulta contiene células que son clonogénicas, altamente proliferativas y
capaces de regenerar tejido mineralizado, propiedades que las define como
células madre. Son células multipotentes, capaces de diferenciarse en varios tipos
de células, exhiben caracteristicas similares a las células madre mesenquimales
de médula ésea. Por lo que podrian ser consideradas como una alternativa mas
facilmente accesible de células madre adulta.

Las células madre mesenquimales de la pulpa dentaria prometen constituir un

valioso recurso en la medicina regenerativa. El objetivo de la presente
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investigacion es establecer el cultivo de las células madre mesenquimales de la

pulpa dental humana.
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Introduccion

La capacidad de los dientes para formar dentina reparativa en respuesta a la
caries profunda y traumatismos sugiere el importante papel de la pulpa dental en
la regeneracion tisular. Esto se debe a que las células madre mesenquimales
residentes en la pulpa dental tienen la capacidad de diferenciarse y formar
odontoblastos para dar lugar a una nueva dentina (Gronthos, Mankani et al. 2000).
Por lo tanto, la obtencion de Stem Cells de la pulpa dental ha sido el objetivo de
interés de varios estudios en la medicina regenerativa tisular (Zhang, Walboomers
et al. 2006).

Ademas uno de los retos en las cirugias odontologicas es la regeneracion ésea,
especialmente del hueso alveolar para el implante dental, y de las células madre
de pulpa dental también se pueden obtener por diferenciacion osteoblastos
(Laino, Graziano et al. 2006).

Actualmente, las Stem Cells se usan en ensayos clinicos en animales y en
humanos (Giordano, Galderisi et al. 2007), en combinacion con matrices
tridimensionales; materiales compatibles que sirven de soporte para las células
madre y que se reabsorben gradualmente por la degradacion enzimatica e
hidrolitica (Pieri, Lucarelli et al. 2009). Pero para tales usos clinicos, existen
factores que todavia limitan su uso: el gran tiempo requerido para la obtencion de
estas células madre y el gran numero de células que se necesita, supone que el
cultivo debe mantenerse durante semanas antes de poder ser combinado con el
biomaterial e implantado en el paciente.

En esta tesis se pretende, como objetivo primordial, el aislamiento de células
madre, con tal de subsanar, en parte, la limitacion del numero de células y el
tiempo requerido que es necesario actualmente para los ensayos de regeneracion
6sea. Por ello, nos planteamos estudiar distintos protocolos para aislar las células
y estandarizar las condiciones del cultivo, para asemejarlas lo mas posible a las
condiciones fisioldgicas, con el fin de preservar sus propiedades originales de

proliferacion.
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Marco Teodrico.

En la actualidad, los tratamientos odontolégicos en el campo de la regeneracion
de tejidos se basan en la aplicacion de matrices inductoras para favorecer la
produccion de células necesarias en el area afectada por procesos patolégicos.
Sin embargo, las aplicaciones de estas matrices no siempre tienen resultados
satisfactorios y es en este escenario donde el area odontologica necesita nuevos
conocimientos en células madre, ya que tienen la capacidad de rescatar y / o
reparar un tejido lesionado.

En los seres humanos, es posible aislar diferentes tipos de células madre del
cuerpo. Entre ellas, las células madre de la pulpa dental (DPSCs), estas son
relativamente faciles de obtener, exhiben alta plasticidad y capacidades
multipotenciales para la reconstruccidon ésea y pueden ser utilizadas para la
reparacion de defectos del cuerpo en estrategias terapéuticas autélogas de bajo
riesgo, siendo un factor muy importante para establecer una medicina
regenerativa.

La medicina regenerativa es una disciplina basada en los nuevos conocimientos
en células mesenquimales y en el uso de matrices artificiales para establecer
terapias celulares y contribuir a la nueva ciencia llamada ingenieria tisular.

La ingenieria tisular es un area interdisciplinaria en la que fundamentalmente se
realiza la manipulacion de células vivas a nivel de laboratorios para proveer a un
futuro, constructos celulares para implantacién en un area del cuerpo humano
donde se ha establecido algun proceso degenerativo, patolégico o
traumatoldgico(Langer & Vacanti, 1993).

En los ultimos afos, los estudios se han centrado en la posible aplicacidon de las
células madre y la ingenieria de tejidos para reparar y regenerar las estructuras
del cuerpo. (Estrela, Alencar, & Kitten, 2011), (Riccardo d’Aquino et al.,,
2009), (Laino et al., 2006) (Camassola, Maria, Macedo, Chagastelles, & Nardi,
2012). Esta nueva idea de la terapia, conocida como la medicina regenerativa,
puede estar lista para aplicaciones clinicas en el futuro. Se ha planteado la
hipétesis de que las células madre podrian desempenar un papel clave en

tratamientos médicos futuros, ya que pueden ser cultivadas facilmente e inducidas
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a diferenciarse en distintos tipos de células en cultivo (Camassola et al., 2012). El
objetivo general de la ingenieria de tejidos es restaurar la vitalidad y funcion del
tejido enfermo y traumatizado. Se pueden utilizar varios enfoques, ya estudiados
en cirugia oral y maxilofacial, para la reparacién 6sea, incluyendo:

1.- injertos autdlogos utilizando células y factores de crecimiento con propiedades
osteogénicas (Engineering & Series, 2006) ;

2.- los injertos alogénicos y xenogénicos, utilizando porciones de hueso con
propiedades osteoinductoras de otros seres humanos o animales (Cr, Jt, Ma, Ht, &
Clin-, 1999).

3.- biomateriales osteoinductores que sirven como vehiculos para factores de
crecimiento osteogénico (Wahl & Czernuszka, 2006).

4.- materiales sintéticos capaces de regenerar el hueso con o sin la resorcion
parcial.

Las aplicaciones de las células mesenquimales son multiples en diferentes zonas
del cuerpo humano, pero en el area odontolégica, uno de los campos mas
importantes es la regeneracion de tejido éseo para asi, establecer condiciones

para combatir diferentes alteraciones funcionales del sistema estomatognatico.

Ingenieria de tejidos.
La ingenieria de tejido, o ingenieria tisular, se puede definir como un grupo de

herramientas utilizadas para la creacion de implantes biolégicos con las
caracteristicas fisiologicas, capaces de conducir e inducir la regeneracion de un
tejido especifico (Barreto, 2009).

Esta disciplina nace como respuesta a los problemas que presentan las terapias
de reparacion y regeneracion actuales. La ingenieria de tejidos también puede
definirse como la utilizacion combinada de células, biomateriales y factores
bioquimicos para reparar tejidos lesionados o enfermos (Forriol & Esparza, 2008).
Es un campo interdisciplinar que aplica los principios de la ingenieria y de la
biologia para el desarrollo de sustitutos bioldégicos que restauren, mantengan o
mejores la funcion tisular (Langer & Vacanti, 1993).
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La ingenieria tisular comprende la combinacion de células vivas, en un molde,
para reproducir una estructura tridimensional tisular que sea funcional y semejante
al tejido de debe reemplazar. Ademas se deben cumplir un numero adecuado de
células y tejido para asegurar la regeneracién completa, mantener y diferenciar las
células al fenotipo correcto y corroborar la orientacion tridimensional necesaria
junto con la produccion de matriz extracelular, y es ahi donde entran en funcion
moldes biorreabsorbibles hasta que las células sean capaces de generar su propio
medio.

Por lo tanto, las células, los factores de crecimiento y sefializacion en conjunto con
la estabilidad biomecanica del biomaterial fundamentan la triada de la Ingenieria
de Tejidos.

Los principales objetivos de este novedoso campo estan encaminados a la
regeneracion o reemplazo bioartificial de tejidos y 6rganos propios del cuerpo
humano, que han sido dafiados por diversos factores, como trauma, quemaduras,
enfermedades adquiridas como cancer o ciertas anormalidades congénitas
(Ibafnez & Estrada, 2012).

En los ultimos anos se ha producido un extraordinario avance en los
conocimientos relacionados con diferentes ramas bioldgicas, entre ellas la
biologia celular. Esto ha dado un notable impulso a una nueva rama de la
medicina denominada medicina regenerativa. Esta disciplina médica se ha basado
fundamentalmente en los nuevos conocimientos sobre las Stem Cells y en su
capacidad de convertirse en células de diferentes tejidos.

Un aspecto que se debe destacar y que conforma el elemento basico a esta
ciencia, es que se apoya en los mismos factores que el organismo emplea para su

auto-reparacion.

Definicion de Stem Cells.
El término Stem Cells aplicado en espafol no tiene actualmente una traduccion

arbitrariamente dictada. Las similitudes han acufiado a la interpretacioén por células

madre, células indiferenciadas, células mesenquimales, células troncales por
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mencionar algunas. Sin embargo, nos referiremos a estas estructuras como Stem
Cells (SC).

Desde el punto de vista de su capacidad reproductiva y funcional, las SC se han
definido como aquellas que pueden dividirse simultaneamente para mantener por
su lado su auto-renovacion, con produccion de mas células semejantes a ella, y
por otro lado, generar células hijas comprometidas con diferente linajes celulares
que se diferencian en distintos tipos de células especializadas (Gaona et al.,
2007).

Clasificacion de Células Madre.
Existen diferentes clasificaciones para las células madre, localizando

primariamente un grupo:

Por su origen:

El cual es determinado por el desarrollo embrionario y por su desarrollo postnatal
o adulto.

El desarrollo embrionario da origen a la formacion de un grupo de células capaces
de generar un organismo por completo (totipotencialidad), las cuales tienen un
gran potencial para la regeneracion tisular, sin embargo, su utilizaciéon enfrenta
cuestiones éticas, religiosas por mencionar algunas.

Durante el desarrollo posnatal, el cuerpo humano desarrolla un subgrupo de
células capaces de autorrenovarse, ser clonogénicas y diferenciarse a otros
estirpes celulares. Estas son las células madre adultas. Con caracteristicas de
multipotencialidad y sobre ellas cabe destacar que su potencial de diferenciacion
queda limitado a la capa embrionaria de la que procedan (Jesus & Orta, 2011).
Por el potencial de diferenciacion.

Determinando los siguientes:

Totipotenciales: son aquellas que en las condiciones apropiadas son capaces de
formar un individuo completo, pues pueden producir tejido embrionario y
extraembrionario.

Pluripotencialidad: son células que tienen la habilidad de diferenciarse a tejidos

procedentes de cualquiera de las 3 capas embrionarias. Aunque estas células por

10
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si solas no pueden producir un individuo, ya que necesitan el trofoblasto, si
originan todos los tipos de células y tejidos del organismo.

Multipotencialidad: este grupo celular tiene la capacidad de diferenciarse en
distintos tipos celulares procedentes de las mismas capas embrionarias, lo que las
capacitaria para la formacién de tipos celulares diferentes, pero no de todos(Hern
& Dortic, n.d.).

Oligopotencialidad: Dan lugar a dos o mas tipos celulares en un tejido. Por
ejemplo una célula madre neuronal que puede crear un subgrupo de neuronas en
el cerebro.

Unipotencialidad: Son aquellas que pueden formar unicamente un tipo de célula
particular. Por ejemplo las células madre espermatogoniales (dan lugar a
espermatozoides).

Y por ultimo se les clasifica de acuerdo al tejido en el que asientan. Asi se les
asignarian las fuentes posibles de obtencion de SC. Y por lo tanto, es importante
comprender el concepto de “nicho” acuiado por Scofield en 1978. Son elementos
que rodean a la célula troncal cuando se encuentra en su estado nativo,
incluyendo las células no troncales que pudieran estar en contacto con ella, asi
como la matriz extracelular y las moléculas solubles que se encuentran
localmente. Existen nichos en las siguientes localizaciones: Medula 6sea, piel,
tejido adiposo, corddn umbilical, foliculo piloso, intestino, sistema nervioso y
estructuras bucales.

Las SC de origen bucal, son unidades que poseen un potencial de
multidiferenciacion y por tanto pertenecen al grupo de SC adultas. Teniendo la
capacidad de diferenciacion hacia linajes osteo/odontogénico, adipogénico, y

neurogénico.

Fuentes de Obtenciodn
Existen diversas fuentes de obtencion de células madre como son médula dsea,

cordon umbilical tejidos adiposo por mencionar algunas, pero en esta ocasién nos

enfocaremos a las células madre obtenidas de la cavidad bucal.

11
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Células Madre Dentales (C.M.D.): Son SC que poseen potencial de
multidiferenciacion y por tanto pertenecen al grupo de SC adultas, teniendo la
capacidad de formar células con caracter osteo/odontogénico, adipogénico y
neurogénico. Sin embargo, se puede afirmar que, en comparacion con las C.M.
de la médula 6sea, las C.M.D tienen predileccién por el desarrollo odontogénico
(Huang, Gronthos, & Shi, 2009).

Se han identificado grupos principales de células madre en la cavidad bucal, de

sus tejidos especificos.

Células madre en pulpas de dientes permanentes (DPSCs).
Fueron las primeras células madre dentarias que se aislaron (Gronthos, Mankani,

Brahim, Robey, & Shi, 2000). Por analogia con las células madre de la médula, se
considero que habia una comunidad de células multipotenciales en el tejido pulpar
de dientes maduros. En estudios posteriores, se las empez6 a relacionar con
caracteristicas endoteliales y vasculares, pero no ha sido hasta afos después
cuando se aislaron, determinando sus caracteristicas.

El origen y localizacion exacta de estas células sigue siendo incierto. La
produccion de DPSC es muy pequefia (1 por 100 de todas las células) y segun
aumenta la edad del individuo, la disponibilidad de estas células se ve reducida.
Se han estudiado sobretodo las células que provienen de terceros molares vy
dientes supernumerarios. Cabe destacar que, si son aisladas durante la formacion

de la corona, las DPSC son mas proliferativas que si se aislan mas adelante.

Las células madre de la pulpa dental (DPSCs)
Se ha demostrado que pueden resolver todas estas cuestiones: el acceso al lugar

donde se encuentran estas células es facil y de escasa morbilidad, su extracciéon
es altamente eficiente, tienen una gran capacidad de diferenciacion, y su
demostrada interaccion con biomateriales las hace ideales para la regeneracion

tisular (Graziano, d’Aquino, Laino, & Papaccio, 2008).

12
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Células madre del ligamento periodontal (PDLSCs)
Varios estudios afirman que el ligamento periodontal tiene poblaciones de células

que pueden diferenciarse tanto hacia cementoblastos como hacia osteoblastos. La
presencia de multiples tipos de células en el periodonto sugiere que este tejido
contiene SC llamadas (Periodontal Ligament Stem Cells) que mantienen la
homeostasis y la regeneracion del tejido periodontal. Los analisis in vivo con
PDLSC realizados en ratones inmunocomprometidos, sugirieron la participacion
de estas células en la regeneracién del 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 de colagenas, se asociaron intimamente al hueso alveolar
préximo al periodonto regenerado.

Las fibras colagenas generadas in vivo en humanos, fueron capaces de unirse con
la nueva estructura formada de cemento, imitando asi la union fisiolégica de las
fibras de Sharpey. De estos estudios y analisis se podria decir que las PDLSC
podrian contener un subgrupo de células capaces de diferenciarse hacia
cementoblastos/cementocitos asi como hacia células formadoras de colageno
(Huang et al., 2009).

Células madre de dientes temporales (SHED cells)
Se han aislado células de la pulpa remanente de los dientes deciduos exfoliados,

denominadas (Stem cells from Human Exfoliated Deciduous teeth). Los resultados
revelaron que ésta, contiene una poblacion de células indiferenciadas
multipotenciales diferentes a las aisladas anteriormente de la pulpa de dientes
permanentes (DPSC).

Conservadas las SHED se consideran una importante fuente de células madre de
facil obtencion. Los dientes deciduos y los permanentes tienen importantes
diferencias en cuanto a su funcién, proceso de desarrollo y estructura tisular, y al
comparar las SHED con las DPSC, se encontré6 una mayor velocidad de
proliferacion y una mayor capacidad de especializacion. Un revelador ejemplo es
el de la existencia, hasta ahora ignorada, de células epiteliales en la pulpa de
estos dientes. (Nam & Lee, 2009).

13
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En cuanto a la capacidad osteoinductora, se ha comprobado, en ratones, que las
SHED pueden reparar defectos de formacién 6sea. Asi, los dientes deciduos no
solo favorecerian la guia eruptiva de los dientes permanentes, también pueden
estar involucrados en la induccion 6sea durante la erupcién permanente (Miura et
al., 2003).

Células Madre de Papila Apical (SCAP)
La papila apical hace referencia al tejido blando situado en los apices del diente

permanente que se esta formando. Existe una zona muy rica en células entre la
papila apical y la pulpa. Es interesante destacar que, sin estimulacién neuroldégica,
las SCAP se muestran positivas para varios marcadores neuroldgicos, pero
cuando se someten a estimulacion neurolégica, el numero de marcadores
aumenta notablemente. Parece que las SCAP son las precursoras de los
odontoblastos primarios, responsables de la formacion de la dentina radicular,
mientras que las células madre de la pulpa (DPSC) son, probablemente, las
precursoras de los odontoblastos que forman la dentina reparativa(Huang et al.,
2009)

Ademas, éstas ultimas, contienen un mayor componente vascular y celular que las
SCAP. Se utilizaron las SCAP para conseguir raices mediante ingenieria tisular
utilizando cerdos como modelo experimental y asi probar que son una fuente

prometedora para las futuras aplicaciones clinicas (Sonoyama et al., 2008).

Células Madre del Foliculo Dental (DFPC)
El foliculo dental es un tejido ectomesenquimal que rodea el érgano del esmalte y

la papila dental del gérmen del diente permanente en formacién. Este tejido
contiene SC que son las que terminaran formando el periodonto, constituido por
cemento, ligamento, hueso alveolar y encia. Las Dental Follicle Precursor Cells
(DFPC) han sido aisladas de foliculos dentales de los terceros molares
impactados. Son semejantes al resto de SC de origen dental pero constituyen

colonias clonogénicas en menor numero que los demas tipos.
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Estas células muestran una morfologia tipica de fibroblastos. Posteriormente a los
ensayos de induccion osteogénica, se ha demostrado la diferenciacion hacia ese
linaje. En ensayos de inmunohistoquimica ha sido identificado el antigeno STRO-
1 en los foliculos dentales. El trasplante de estas células genera una estructura

constituida de tejido fibroso rigido (Huang et al., 2009).

Células Madre de la Mucosa Bucal
Las SC de la mucosa bucal también han sido aisladas y cultivadas, expresando

multipotencialidad con capacidad de reparar lesiones cutaneas
de baja inmunogenicidad, y han sido empleadas estas células exitosamente para
la reparacién de defectos epiteliales oculares, logrando asi, una fina membrana

epitelial capaz de regenerar o sustituir la cérnea (Nishida et al., 2004).

El campo de las células madre representa un area de especial interés para la
investigacion cientifica. Los resultados obtenidos hasta la fecha dan buenas
expectativas para el uso de células madre en ensayos clinicos. Nuevas estrategias
terapéuticas han sido posibles gracias a los grandes avances en la biologia de
células madre, con el objetivo de regeneracion de tejidos dafados por la
enfermedad (Sylvester & Longaker, 2004) (Bianco, Robey, & Simmons,
2008). Con base en su capacidad para rescatar y / o reparar un tejido dafado y
restaurar parcialmente la funciéon del érgano, multiples tipos de células madre /
progenitoras se han especulado. Un objetivo principal es identificar como los
diferentes tejidos y o&rganos pueden surgir a partir de células madre
indiferenciadas.

Stemness es la capacidad de las células indiferenciadas que someterse a un
nuamero indefinido de repeticiones (auto-renovacion) y dar lugar a células
especializadas (diferenciacion). Por lo tanto, las células madre se diferencian de
otros tipos de células en el cuerpo, ya que son capaces de sostener la

autorrenovacién, no son especializadas, y pueden dar lugar a tipos celulares
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diferenciados. La diferenciacion puede ser reconocida por un cambio en la

morfologia de la célula y por la deteccion de proteinas especificas de tejido.

Las células madre pueden permanecer en reposo (no se dividen) durante largos
periodos de tiempo hasta que son activadas por una necesidad fisioldgica de mas
células para mantener los tejidos, por una enfermedad o por lesion de los
mismos. Por lo tanto, la funcidn principal de las células madre adultas es mantener
y reparar el tejido en el que se encuentran. Se cree que residen en areas
especificas denominadas nichos de células madre (Scadden, 2006). Las Stem
Cells adultas se han identificado en muchos 6rganos y tejidos, incluyendo cerebro,
meédula 6sea, sangre periférica, los vasos sanguineos, musculo esquelético, piel,
dientes, corazon, intestino, higado, epitelio ovarico, y. testiculo. Entre estos
tejidos, la pulpa dental se considera una fuente rica de células madre
mesenquimales adecuadas para aplicaciones de ingenieria de tejidos y, por esta

razon, muchos estudios se realizan con el objetivo final de obtener hueso nuevo.

Células madre de la pulpa dental (DPSCs)
La pulpa dental, un tejido conectivo laxo dentro de la corona dental, es una

interesante fuente de células madre adultas debido a la gran cantidad de células
presentes y la no invasividad de los métodos de aislamiento en comparacion con
otras fuentes de tejido adulto (Riccardo d’Aquino et al., 2009) (Goldberg & Smith,
2004) (Tirino, Paino, Rosa, & Papaccio, 2012). La pulpa dental contiene células
madre mesenquimales definidas como células madre de la pulpa dental (DPSCs).
Estas DPSCs se obtienen a partir de los dientes humanos permanentes y
primarios, terceros molares, dientes deciduos exfoliados humanos (SHED) y papila
apical (SCAP). (Gronthos et al.,, 2000) (Atari et al., 2011) (Miura et al.,,
2003) (Sonoyama et al., 2008). Por otra parte, las DPSCs pueden también aislarse
de los dientes supernumerarios, que generalmente se desechan. Otras fuentes de
células madre dentales son el ligamento periodontal, que alberga las células
madre del ligamento periodontal (PDLSCs), (Seo et al., 2004) y el foliculo dental,
que contiene células progenitoras del foliculo dental (DFPCs). (Navabazam et al.,
2013) (R d’Aquino, Tirino, & Desiderio, 2011). Las DPSCs han sido aisladas de
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diferentes organismos, incluyendo los seres humanos, raton, rata, oveja,

chimpancé y cerdo (Nakatsuka et al., 2010) (lohara et al., 2006) (Mrozik et al.,
2010) (Cheng et al., 2008).

Una caracteristica de las DPSCs es diferenciarse en distintos tipos de células y
tejidos (R d’Aquino et al., 2007) (Almushayt, Narayanan, Zaki, & George,
2006) (Arthur, Rychkov, Shi, Koblar, & Gronthos, 2008) (Khanna-Jain, 2012) y su
multipotencia se ha comparado con la de las células madre de la médula 6sea
(BMSC). Se ha demostrado que la proliferacion, la disponibilidad y el numero de
células de DPSCs es mayor que las BMSCs (Alge et al., 2011)

Hay dos métodos ampliamente utilizados para el aislamiento de células madre de
pulpa dental: el método de explante y el método de digestion enzimatica del tejido
pulpar. EI método de explante se basa en la fragmentacion del tejido y la
adherencia posterior sobre una superficie de plastico (Spath et al., 2010) (Hilkens
et al., 2013). La segunda técnica consiste en la extirpacion quirurgica estéril de la
pulpa dental, y la digestion en Colagenasa/Dispasa, y la deteccion mediante el uso
de marcadores especificos.

Diferentes marcadores de células madre mesenquimatosas se utilizan para
seleccionar diferentes subconjuntos de DPSCs que muestran diversos
comportamientos bioldgicos (Kawashima, 2012). Yang y sus colegas demostraron
que Stro-1 identifica un subgrupo de DPSCs con propiedades odontogénicas y
osteogénicas. Otra poblacién DPSCs es positiva para CD34 y CD117 y negativa
para CD45. Esta poblacion tiene una gran auto-expansion y capacidad de
diferenciacion osteogénica y produce un tejido vivo autélogo de médula fibrosa in
vitro en el tejido 6seo cuando se implantan en ratones. Tales DPSCs pueden
ampliarse por periodos largos y divididos para 80 pasajes al mismo tiempo que
muestra la plasticidad y la capacidad de los nddulos y el chip de la formacion
Osea in vitro (Laino et al., 2006). Esta capacidad se produce cuando las células no
se separan de su sustrato, evitando la pérdida de interacciones célula a célula,
fundamentales para la secrecion de matriz extracelular (R d’Aquino et al., 2007).
Otros marcadores expresadas por DPSCs son CD29 y CD44 (Jo et al., 2007) , asi

como CD73 y CD105 (Pivoriuunas et al., 2010), todos los marcadores de la
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troncalidad mesenquimales. A pesar de esto, estos marcadores no se utilizan para

aislar DPSCs, sin embargo, se utilizan para la caracterizacion.

Numerosos estudios han evaluado la multipotencia de DPSCs, son capaces de
diferenciarse en osteoblastos cuando se cultivan en medio osteogénico
suplementado con Dexametasona, [-glicerofosfato y acido ascoérbico (Liu, Ling,
Wei, Wu, & Xiao, 2009) (Hsu & Chang, 2010).

Se han encontrado diferentes condiciones de cultivo para mejorar la diferenciacion
de linaje osteogénico, por ejemplo, con el uso de un lisado de plaquetas humanas
como una alternativa a FBS (Chen et al., 2012).

Las DPSC se pueden diferenciar también en otros tipos de células, incluyendo las
células musculares lisas, y las neuronas. (Gronthos et al., 2002) (Arthur et al.,
2008) (Kadar et al., 2009).

Ademas, las DPSCs son capaces de formar estructuras similares a capilares
cuando se cultivan con VEGF (Marchionni & Bonsi, 2008) .

Gran atencion también se ha centrado en la capacidad de las DPSCs en
diferenciarse en células similares a odontoblastos, caracterizadas por la
acumulacién de nédulos mineralizados (Almushayt et al.,, 2006) (Paula-Silva,
Ghosh, Silva, & Kapila, 2009) (Couble et al., 2000).

Otro aspecto a tener en cuenta es la capacidad de DPSCs para mantener sus
caracteristicas después de la criopreservacion durante afnos. Los osteoblastos
diferenciados a partir de DPSCs, asi como DPSCs si mismos, son todavia
capaces de re-comenzar la proliferacién, la diferenciacion y la produccion de una

matriz mineralizada (Laino et al., 2006) (Papaccio et al., 2006).
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Metodologia
Para el presente trabajo fueron utilizados 10 molares extraidos en la Clinica

Odontolégica Cuautepec, bajo los lineamientos establecidos para la donacion de

organos dentales para investigacion.

Seleccidn de pacientes y extraccion dentaria
Una vez llenada la historia clinica de los pacientes en el expediente electronico de

la FES Iztacala se entregd la informacién correspondiente sobre el procesamiento
de los o6rganos dentarios, y asi mismo se hizo la entrega del consentimiento
informado correspondiente.

Se llevaron a cabo las indicaciones de asepsia estandarizadas en la clinica de
cirugia, las cuales constan de asepsia extra e intra bucal con lodopividona y

Clorhexidina respectivamente.

Criterios de inclusion para la obtencion de las muestras:
Presencia de terceros molares totalmente formados

Apice totalmente cerrado
Organo dentario fuera de oclusién
Organo sin presencia de caries o procesos infecciosos

Organos dentarios que durante su extraccién quirdrgica no sufran odontoseccion.

Criterios de exclusion para la obtencion de las muestras:
Terceros molares completamente erupcionados y en oclusion

Terceros molares en proceso de formacion
Apice dentario en formacién

Organo dentario que durante su extraccion quirtrgica sufrié odontoseccion.
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Inmediatamente después de la intervencion pmmm o ‘
quirurgica se obtuvieron los érganos dentarios y N
se colocaron en tubos de trasporte con un medio B e o
de conservacion solucion salina con penicilina | y

1000 U/ml, estreptomicina 1mg/ml y anfotericina B M
2.5 mg/ um al 10% (Fig. 1).

Una vez depositado cada o6rgano dentario dentro del tubo de trasporte se
refrigeraron para mantenerlos a una temperatura de 4 °C para su posterior
transportacién en el menor tiempo posible, el cual no
debe superar el periodo de 24 horas, antes de su
procesamiento (Fig. 2)

Los organos dentarios después de estar en la

solucién de conservacion

e

fueron procesados para la obtencién del tejido pulpar, el
cual consta de cortes por las caras axiales a nivel de la
unidn amelocementaria.

Para realizar este proceso, se utilizd un disco de
diamante con motor de baja velocidad en presencia de irrigacién constante de
solucion salina haciendo un corte horizontal rodeando todo el érgano. Una vez
realizados los cortes y haber dejado una brecha separando corona y raices, se
realizd la separacion de estas dos estructuras
mediante una espatula 7A y asi exponer por
completo el tejido pulpar.

Después de la exposicion de la pulpa dental, las

estructuras seccionadas se colocaron de nuevo en

un medio de transporte, (solucion salina con
penicilina 1000 U/ml, estreptomicina 1mg/ml y anfotericina B 2.5 mg/ um al 10%)
durante 2 horas.

Durante el tiempo de espera en el medio de transporte de las muestras, se efectud

la preparacion del area blanca para iniciar con el proceso de cultivo.
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Mediante luz ultravioleta se hizo la esterilizacion del area blanca y campana de
flujo laminar. En el sistema de filtracién por vacio, se prepar6 una solucion con 450
ml concentracion final con DMEM (Dulbecos Modified Eagle’s Medium) al que se
le agregara Suero fetal bovino (GIBCO) al 10% y 1% de Antibidtico, antimicético
(SIGMA-ALDRICH).

Una vez completada la combinacién de estas soluciones, se comenzara al filtrar

el medio de cultivo.

Obtencién de la muestra de tejido pulpar:
Para el aislamiento del tejido pulpar los segmentos seccionados se colocaron en

una caja Petri donde la pulpa dental fue extraida de la porcion radicular y cameral
del 6rgano dentario mediante limas endodonticas y el tejido obtenido se fragmento

mecanicamente con cucharillas para dentina, elaborando fragmentos de 1mm?

aproximadamente de volumen.

Aislamiento y cultivo de las células mesenquimales de la pulpa dentaria humana
Los explantes del tejido se colocaron en ca as tipo alcon ( ) en medio

DMEM (Medio de Eagle s Modificado por Dulbbeco, SIGMA-ALDRICH),
enriquecido con 10% de FCS (Suero Fetal Bovino, GIBCO), 100 Ul/mL de
penicilina, 100ug/mL de estreptomicina y 0.25 pg/mL de anfotericina B (SIGMA-
ALDRICH), después, las cajas se colocaron en una incubadora con 5% de CO2y
95% de oxigeno a 37°C (BINDER).
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Se realizaron cambios de medio de cultivo 2 veces por semana con observacion al
microscopio 6ptico invertido (Leica), donde se verifico el crecimiento y pureza del
cultivo. Los cultivos celulares se monitorearon por un periodo aproximadamente

30 dias para permitir el crecimiento de las células.

Caracterizacion morfologica de las células mesenquimales de la pulpa dentaria
humana
0.2 mm Después de este tiempo de espera el cultivo
EsA 26/12/2014, 02:30 p. m.
celular llegd a confluencia, es decir, que las
células hayan proliferaron en toda la
extension de la caja y tomaron forma de
huso o forma alargada, que corresponde a
la morfologia descrita para las células

madre de pulpa dental.

image064.jpg LAITYyMT UNAM

se procedio a la realizacidn del primer pase

o primer subcultivo.

Método de Separacion o recoleccion
celular
Se retird el medio de cultivo de la caja

Falcon (NUNC).
Se agregaron 5ml de Tryple Express (GIBCO).

Se dejo incubar por 5 minutos a 37°C.

Se agregé medio DMEM para inactivar la enzima de separacion.

El sobrenadante que contenia las Stem Cells fue recuperado con una pipeta estéril
para ser colocado en tubos de 15mL (AXYGEN, INC)
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B = ¥ | os tubos de 15mL con el sobrenadante
se centrifugaron durante 10 minutos a
1000rpm y con una temperatura de 25°C.
Posteriormente se retir6 cuidadosamente
el sobrenadante, para re- suspender el
pellet obtenido en 2mL de medio de

cultivo.

se colocaron 100ul de esta suspensién
celular en cajas de cultivo,
correspondientes a los posteriores
ensayos.

El nuevo volumen resuspendido fue

colocado en cajas de 75cm? para

expandir las células y generar

proliferacion de la linea celular.
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Expresion de marcadores antigénicos de superficie celular para la identificaciéon de
las células madre mesenquimales de la pulpa dentaria humana a través del
analisis Inmunocitoquimico

presentes células mesenquimales con un fenotipo indiferenciado, se utilizd la
expresion de marcadores de superficie caracteristicos de estas células por
métodos inmunocitoquimicos. Los anticuerpos utilizados fueron el anti-STRO-1 y
anti-CD44 (Santa Cruz), dos marcadores membranales de células madre
mesenquimales y el anti-CD45, un marcador especifico para células
hematopoyéticas, cuya expresion debe ser negativa.

Las células de los subcultivos, del tercer pasaje, de pulpa dentaria humana fueron
sembradas a una densidad de 1x10* cells en placas de 24 pozos y cultivadas
durante la noche.

Las células fueron lavadas con PBS, pH 7,4, luego se fijaron con formalina neutra
al 10% por 20 minutos. Una vez transcurrido este tiempo se lavaron con PBS,
seguidamente, se permeabilizaron con Tritén X 100 a 0.05% por 20 minutos, y se
bloquearon en un tiempo de 45 minutos con albumina al 1%

Luego se lavaron con PBS, se elimind el exceso de liquido para posteriormente
realizar la incubacion con el anticuerpo primario monoclonal anti-STRO-1 (Santa
Cruz), el anticuerpo monoclonal anti-CD44 (Santa Cruz) y el anticuerpo

monoclonal anti-humano CD45 (Santa Cruz) por 45 minutos.

Determinacion de la viabilidad celular:
La utilizacion de células en ingenieria tisular exige evaluar la viabilidad de las

mismas en su proceso de produccion y utilizaciéon corporal; evaluar la capacidad
de las mismas para asociarse al resto del tejido artificial en construccion y evaluar,
por ultimo la capacidad de mantener su actividad funcional en el interior del
organismo.

Para determinar la viabilidad celular mediante ensayos de exclusién de colorantes
vitales, se utilizé el método de tincion con azul tripan y contaje celular en camara

de Neubahuer.
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Mediante ensayos de exclusidén de colorantes vitales.

El azul de tripan es un colorante soluble en agua, altamente
toéxico, que posee grupos cargados amino y sulfato. La
utilidad de este colorante en biologia es muy importante,
habiéndose utilizado este método para determinar la
viabilidad de distintos tipos de células. En general, el azul

tripan es capaz de tefir de color azul solamente las células

muertas o aquellas en las que la membrana celular ha sido
fragmentada. Sin embargo, las células
vivas son capaces de excluir activamente
este colorante y, por lo tanto, mantienen
su color original translucido o blanco.

Para llevar a cabo este ensayo, en
primer lugar se procedié a cosechar los

cultivos celulares para separar las

células de frasco de cultivo,

%b s"";
precipitado o pellet celular, el cual se diluyé en w0 &

centrifugandose la mezcla para obtener un

una pequefia cantidad de medio de cultivo. A
continuacion, se tomaran 50 ul de la suspension
celular obtenida, la cual se incubd en un tubo

tipo Eppendorf de 1,5 ml con un volumen

equivalente (50 ul) de solucién de azul tripan al
0,4% (Sigma- Aldrich) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente,
se tomd una muestra de 10-15 ul de la mezcla que se colocd en una camara de

‘“‘ Neubahuer, para proceder al recuento de las células vivas

(blancas, birrefrigentes) y muertas (azules) se utilizé un

microscopio Optico Invertido (Leica). Para el calculo del
porcentaje de células vivas y se utilizara la siguiente
férmula:

Viabilidad = [N células vivas/(N células vivas + N células muertas=] x 100
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Evaluacién de Eficiencia formadora de colonias en la Pulpa Dental
La incidencia esperada de CFU-F en tejido de pulpa dental humana es de

aproximadamente 20-60 CFU-F / 10* células no fraccionadas.

1.

Suspension de células individuales de tejido de la pulpa dental se
sembraron en placas de cultivo de 6 pocillos a 0,3, 1,0 y 3,0 x 10* células /
pocillo en medio de crecimiento clonogénico. Los cultivos se establecieron
por triplicado y se incubaron a 37 ° C en el 5% de CO,y 90% de humedad
durante 12 dias.

Para la enumeracion, en el doceavo dia las colonias se lavaron dos veces
con PBS y después se fijaron durante 20 min en 1% de paraformaldehido
en PBS.

Los cultivos fijados se tifieron con 0,1% azul de toluidina por 1 hora, luego
se enjuagaron con agua destilada y se dejaron secar. Los agregados de
mas de 50 células se puntuan como CFU-F usando un microscopio de luz
de diseccion. Las colonias se comprobaron visualmente en el dia 10 para
asegurarse de que no existiera crecimiento excesivo de las células, lo que
haria dificil enumerar las colonias individuales, particularmente en las

mayores densidades celulares.
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Resultados

Aislamiento, cultivo y caracterizacion morfologica de las células mesenquimales

de la pulpa dental humana.

Una vez iniciado el cultivo del explante, este fue observado diariamente bajo
microscopia oOptica para evaluar la morfologia bajo las condiciones de aislamiento
por disgregacion mecanica y cultivo llevadas a cabo. En la presente investigacion
se establecieron células viables de la pulpa dentaria humana, evidenciado a traves
del contaje celular y la observaciéon regular de los cultivos, con un microscopio
invertido de contraste de fase.

Las células mesenquimales de la

806/01/2015, 09:21 a. m.

pulpa dentaria humana, de terceros
molares, mostraron  un  Optimo
crecimiento, cultivadas en el medio
DMEM, suplementado con 10% de
SFB, 100 U/mL de penicilina, 100 : g
ug/mL de estreptomicina y 2 pg/mL [ =
anfotericina B (antibidtico-antimicotico), | mememym | o R I il LAITYMTUNA_@%‘:
condiciones de cultivo descritas e S
previamente como optimas, para este tipo de células.

El aspecto morfologico y el
comportamiento in vitro de las células
mesenquimales de la pulpa dentaria
humana mostraron inicialmente, en el
cultivo primario, que las células aisladas
formaron colonias adherentes a partir de

la tercera semana de cultivo, la mayoria

de las células presentaron una
morfologia fusiforme tipica de células semejantes a fibroblastos con procesos

citoplasmaticos cortos, que gradualmente se extendian, asi como, ocasionales
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colonias de células con morfologia parecida a células endoteliales o epiteliales que
desaparecieron en el curso de los sucesivos pasajes. Las células del cultivo
primario lograron la confluencia a la quinta semana, los subsecuentes subcultivos
tendian a tener un acelerado crecimiento, por lo que los cultivos alcanzaban la
confluencia en corto tiempo entre 5 a 6 dias.

A partir del tercer subcultivo, se obtuvo
. SRS Lna poblacion mas homogénea, basado

°§~ S

en la morfologia de las células,

1 //f < " caracteristicas de células semejantes a

s B g"l ‘ — ~ fibroblastos con extensiones
s o _~ citoplasmaticas, nucleo ovalado, central

> == -~ con varios nucléolos, que

//— = —= / permanecieron hasta el octavo pasaje.

- ~

Sin embargo, se pudo evidenciar que la mayor proliferacién celular se observo
entre el sexto, séptimo y octavo subcultivo. Se observo que en el sexto y séptimo
subcultivos ademas de la gran proliferacion celular, la formacion de agregados de

células, del cual se irradian las células paralelas unas a otras.
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Determinacion de Viabilidad Celular.
Durante el desarrollo experimental, se hicieron las cuantificaciones

correspondientes a caja cultivo por muestra elaborada, de esta manera se
encontré6 un porcentaje de viabilidad en promedio de 88.68%, siendo asi un

porcentaje de viabilidad bueno para la Ingenieria de Tejidos.

Cantidad de Cantidad de Células Total de %
# Caja Células Vivas Muertas Células Viabilidad
Cajal 138 25 163 84,66257669
Caja 2 127 15 142 89,43661972
Caja3 202 25 227 88,98678414
Caja 4 76 9 85 89,41176471
Cajas 238 17 255 93,33333333
Caja 6 113 13 126 89,68253968
Caja7 185 8 193 95,85492228
Caja 8 73 16 89 82,02247191
Caja 9 72 15 87 82,75862069
Caja 10 185 19 204 90,68627451
Porcentaje
Promedio
de Viabilidad 88,68359077
% Viabilidad Celular
100
95
90
85
80
75
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Determinacion de la eficiencia de formaciéon de colonias de las células
mesenquimales de la pulpa dentaria humana

En los cultivos en monocapa de las células mesenquimales de la pulpa dentaria
humana aisladas, las células fueron capaces de formar colonias a baja densidad.
Las colonias estaban formadas por numerosas células adherentes, la morfologia
de las células tipica de fibroblastos, fusiformes, alargadas, con un citoplasma claro
y un nucleo ovalado central con varios nucléolos, que identifica la CFU-F.

Demostrando su capacidad de renovacion y eficiencia de formacion de colonias.

26/01/2015, 11:47 a. m.
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Expresion de marcadores antigénicos de superficie celular para la identificacion de
las células madre mesenquimales de la pulpa dentaria humana a través del
analisis Inmunocitoquimico.

La identificacion de las células madre mesenquimales de la pulpa dentaria

humana a través del analisis inmunocitoquimico de los cultivos de las células
mesenquimales de la pulpa dentaria, se realizé utilizando los anticuerpos anti-
STRO-1, anti-CD44 y el anti-CD45. Las células aisladas de la pulpa dental de
terceros molares, del tercer pasaje, expresaron moléculas de superficie celular
STRO-1 y CD44 (marcadores de células mesenquimales) "positivas",
considerados dos marcadores tempranos de células madre mesenquimales,
mientras el marcador especifico para células hematopoyéticas, el CD45 (antigeno
comun de leucocitos) fue "negativo". La ausencia de expresion de este marcador,
indica que en las células aisladas de la pulpa, no estan presentes progenitoras
hematopoyéticas. Se demuestra que estas células no derivan de fuentes
hematopoyéticas sino son de origen mesenquimal. Estos resultados fueron
consistentes para las distintas lineas celulares. Las células "positivas" a las
moléculas de superficie STRO-1 y CD44 en las poblaciones de células aisladas,
expresaron diferentes niveles de intensidad de expresion desde leve, moderada e
intensa. Los marcadores no fueron uniformemente expresados, se encontraron en
subgrupos de células, indicando que la poblacion de células madre de pulpa
dentaria es heterogénea. La morfologia de las células que expresaron STRO-1 y
CD44 "positivo" vario entre fusiforme, fusiformes con citoplasma ancho y formas
no definidas. La presencia de células marcadas con STRO-1+, CD44+ y CD45-,

confirma la existencia de células madre o progenitoras en las poblaciones de

células de la pulpa dentaria humana aisladas.
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Discusion:

El objetivo general del presente trabajo de investigacion es establecer el cultivo de
las células madre mesenquimales de la pulpa dentaria humana. Sin embargo, la
induccion a la diferenciacion hacia diferentes linajes sera publicado
posteriormente, para cumplir con los criterios minimos, para identificar a las
células madre en la poblacién de células aisladas. El primer obstaculo para el
establecimiento exitoso del cultivo de las células mesenquimales de la pulpa
dentaria humana fue la desinfeccion de los dientes para prevenir la contaminacion.
Por lo que los terceros molares pueden representar un origen valioso de células
madre de pulpa dentaria humana. Para la obtencidn del tejido pulpar el
calentamiento de los dientes mientras se cortan puede producir dafio al tejido
pulpar.

Caracterizacion de las células madre de la pulpa dental

Para confirmar que las células madre aisladas son células madre de origen
mesenquimal, los autores las caracterizan con una serie de marcadores positivos
0 negativos, ya que no existe un marcador que caracterice exclusivamente las
células madre de la pulpa dental.

Recientemente, en otro estudio se aislaron Stem Cells de ratas mediante distintos
protocolos de cultivo (Waddington, Youde et al. 2009). Cultivaron células madre
derivadas de cresta neuronal y positivas para STRO-1, CD31 (marcador de células
madre adultas), CD44. Por otra parte, cultivaron células madre derivadas de
médula 6sea, y solo positivas para STRO-1, CD31 y fibronectina (Waddington,
Youde et al. 2009).

En nuestro estudio, para confirmar el fenotipo de células madre mesenquimales en
las células aisladas de la pulpa dental, empleamos una serie de marcadores
positivos descritos en la bibliografia para células madre mesenquimales: STRO1,
un marcador de células madre (Gronthos, Graves et al. 1994); y recientemente
demostrado en células madre de la pulpa dental (Honda, Hirose et al. 2007);
CD34, expresado dentro del sistema hematopoyético humano y sobre células

madre, células progenitoras.
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(Suchanek et al., 2010) Sefalan que ellos no lograron aislar células madre de la
pulpa dentaria, de dientes donde se separd la corona cortando en capas finas, sin
enfriamiento, los autores suponen que la pulpa dentaria sufrié recalentamiento y
un severo estrés mecanico, ademas lo consideran un método con un alto riesgo
de contaminacién. Mientras que si fueron capaces de aislar las células utilizando
un férceps Luers para fracturar las raices y extraer la pulpa a través del conducto
radicular o si la raiz no estaban completamente desarrolladas el foramen era
ampliado y se extirpa la pulpa con una aguja por apical. En el presente trabajo
para mantener la viabilidad de las células durante el corte de los dientes, se
conservaron a baja temperatura y condiciones de humedad constante y en los
casos de dientes con solo un tercio radicular formado, el tejido pulpar fue retirado
por la raiz con zondas barbadas y colocado de inmediato en medio fresco, DMEM.
Para el aislamiento de las células mesenquimales de la pulpa dentaria, la mayoria
de los investigadores utilizan el método de disgregacion enzimatica, descrito por
Gronthos y cols.

Para el analisis de la expresidon de antigenos de superficie de las células
mesenquimales de pulpa dentaria humana, a través de técnicas
inmunocitoquimicas, para demostrar la presencia de células madre
mesenquimales en la poblacién de células aislada, se seleccionaron los
anticuerpos anti- STRO-1, anti-CD44 y anti-CD45. Los resultados mostraron que
las células aisladas de pulpa dentaria, del tercer pasaje expresaron moléculas de
superficie celular STRO-1 y CD44 "positivos", también presentes en estudios
previos en células madre mesenquimales de médula ésea y en células madre de
pulpa dentaria humana de dientes permanentes y en dientes temporales
exfoliados mientras, el marcador especifico para células hematopoyéticas, el
CD45, que reconoce el antigeno comun de leucocito, monocitos y subgrupos de
células T, fue "negativo". La ausencia de expresion de este marcador, indica que
en las células aisladas de la pulpa, no estan presentes progenitoras
hematopoyéticas y coincide con los resultados de otras investigaciones. En
particular, el STRO-1 es extremadamente importante en la seleccion de las células

madre de la pulpa dentaria, solo las células STRO-1+ son capaces de
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diferenciarse en células semejantes a odontoblastos, lo que indica la importacién

de estas células en el proceso de reparacion.

En el presente estudio, en las poblaciones de células aisladas se identificaron
células con caracteristicas de células madre mesenquimales, como su capacidad
de adherirse a las placas de cultivo, formar colonias altamente proliferativas, su
morfologia fusiforme y la expresion consistente de marcadores de superficie que
caracteriza células madre mesenquimales adultas de pulpa dentaria. Sin embargo,
faltaria determinar su capacidad de diferenciacion para cumplir con los criterios

basicos para definirlas como células madre.
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Conclusiones:

Nuestros resultados indican que las células derivadas de las fragmentaciones
mecanicas de pulpas dentales humanas contienen subpoblaciones celulares, entre
las cuales existen células progenitoras que expresan marcadores que las
identifican como células madre postnatales.

Estas células madre derivadas de las pulpas dentales humanas, presentan una
caracteristica esencial que son clonogénicas y que pueden ser catalogadas como
multipotenciales, con capacidad de diferenciacién hacia un fenotipo mineralizante.

Sin embargo, es necesario llevar mas estudios para caracterizar el fenotipo al cual
las células se han diferenciado con especial énfasis al fenotipo osteoblastico para
pensar en un futuro en un uso potencialmente clinico en terapias de regeneracion
Osea.

Investigaciones en los ultimos afios han demostrado que posiblemente en las
células pluripotenciales reside el futuro de la regeneracion. El érgano dental ofrece
un buen modelo de investigacion, que nos brinda grandes posibilidades para el
desarrollo de tecnologias que tienen que ver con las terapias de regeneracion para
el reemplazo de érganos. Por ahora, estos avances y conocimientos solo se han
producido en especies animales, pero esperamos que pronto sea una realidad el
regenerar dientes y otros 6rganos humanos a partir de células con cantidades
oOptimas para el cultivo y un ambiente adecuado celular, en un laboratorio que
cuente con las condiciones ideales.

Existen conflictos bioéticos, religiosos, sociales, politicos y econémicos, ademas
de obstaculos técnicos por superar e interrogantes cientificas que resolver, antes
de empezar a utilizar las células madre para aplicaciones terapéuticas de manera
exitosa y segura. Debido a que en la actualidad hay algunos bancos privados que
almacenan las células madre de la pulpa dental y prometen que éstas se
conservaran para en un futuro sanar a la persona de cualquier tipo de
enfermedad, no hay duda de que las células pluripotenciales tengan aplicacion
terapéutica en cierto tipo de enfermedades, pero estos tratamientos so6lo se han
experimentado generalmente en especies animales, sin embargo en el ser

humano todavia no se ha obtenido un nivel mayor al 80%, por lo tanto debemos
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tener cierto cuidado de no confiar en personas que carecen de principios éticos,
que por intereses particulares, en lugar de curar al paciente de su enfermedad, le

provocan patologias mas severas y juegan con la salud, economia y vida de las
personas.
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