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INTRODUCCION

La regeneracion tisular implica el reemplazo de tejidos afectados ya sea por
enfermedad periodontal o por trauma, sustituyendolos con estructuras
similares a partir de la estimulacién especifica de las células madre, es un
campo que sigue en constante investigacion. No hay una forma Unica de
realizacion ya que se han efectuado mdltiples estudios experimentales con
técnicas quirdrgicas variables, distinto mecanismo de andamiaje, la mayoria

de la investigacion que se lleva a cabo en animales tales como ratas o cerdos.

Los ensayos clinicos de la regeneracion a nivel bucal iniciaron obteniendo las
células madre de la médula désea aplicadas en los defectos Oseos
periodontales. Posteriormente se ubicaron las células madre de origen dental
tales como derivadas de: la pulpa de dientes deciduos o permanentes, del
foliculo dental, de la papila apical y del ligamento periodontal, se han logrado
identificar sus caracteristicas celulares aunado con su facil accesibilidad

obteniendo grandes alcances.

Es una técnica prometedora para solucionar problematicas de las terapias
convencionales, con la implementacion de células madre adquiridas tanto del
mismo individuo de forma autéloga, previniendo una respuesta inmune o
mediante la extraccion de un donante de forma alogénica, esta adquisicion
puede ser de terceros molares, premolares indicados por ortodoncia o
dientes con mal prondstico por enfermedad periodontal. En cuanto a la
aplicacion estas ceélulas al ser extraidas se pueden cultivar en un medio
especifico de manera in vitro logrando su diferenciacion y posteriormente
colocacion o utilizar las células de manerainvivo de manera directa, en

ambas formas se han obtenido resultados satisfactorios.
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e Conocer las caracteristicas y técnicas de implementacion de las células
madre del ligamento periodontal utilizadas para la regeneracion de

defectos Gseos periodontales.



CAPITULO 1. REGENERACION PERIODONTAL

Las consecuencias de la enfermedad periodontal se manifiestan con la
destruccion del periodonto, sistema que se compone de la encia, cemento
radicular, ligamento periodontal y hueso alveolar, lo que puede ocasionar la
pérdida parcial o total de los dientes (Figura 1).t

La periodontitis es una enfermedad infecciosa que inicialmente afecta los
tejidos de soporte, que tiene como principal caracteristica clinica la pérdida
progresiva de la insercion colagena con la formacion progresiva de defectos

6seos y gingivales.?

El tratamiento periodontal tiene como objetivo final preservar los dientes con
una salud tanto funcional y clinica, buscando mantener las expectativas

estéticas del paciente, una opcion seria la regeneracion periodontal.

Se han podido utilizar biomateriales para reparar, reemplazar o incluso
regenerar hueso y tejidos dentales perdidos por caries o enfermedad

periodontal.*

Figura 1. Defecto 6seo periodontal®
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Hay técnicas para la regeneracion de hueso, con base a la combinacion de
tres factores; osteogénesis, osteoconduccion y osteoinduccién, el organismo
es capaz de regenerar el hueso que previamente estaba perdido.

e La osteogénesis es el proceso de formacion y desarrollo de hueso
nuevo mediante células diferenciadas osteoprogenitoras, como el caso
de la aplicacion de células madre.

e La osteoinduccién es el proceso de estimulacion de la osteogénesis,
gue puede ocurrir mediante materiales osteoinductivos tales como
proteinas morfogenéticas (BMPS).

e La osteoconduccion son guias para el crecimiento 6seo que permiten
el deposito de hueso nuevo, como pueden ser hueso autdlogo o
heterdlogo, fibrina autéloga rica en factores de crecimiento (PRGF) o

hidroxiapatita reabsorbible, entre otros.*

1 Biomateriales utilizados para la regeneracion periodontal

1.1.1 Células madre

Las células madre también conocidas células troncales, son células con amplio
potencial de autorrenovacion, son clonogénicas y tienen potencial de
diferenciacion osteogénica, adipogénica y neurogénica (Figura 2). Pueden

llegar a ser una herramienta funcional la regeneracion tisular.®’

Diversas investigaciones han proporcionan conocimientos sobre como un
organismo se forma a partir de una sola célula fecundada, y también sobre los
mecanismos mediante los cuales los individuos adultos sanos reparan las

células dafiadas y mantienen la homeostasis de sus érganos y tejidos.8

En todos los tejidos encontramos células madre que poseen la capacidad de
compensar los dafios que pueden ocurrir y mantener la reparacion, aunque
después de un dafio tisular puede que haya una activacion y reparacion menor

o tardia como es el caso del sistema nerviosos central o del corazén.®

10
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También el factor de la edad y con el posible padecimiento de alguna
enfermedad cronica puede llegar a afectar la funcion de las células madre,
esto debido a la disminucion del numero y funcidbn de reparacion/
regeneracion, por lo que pierden la capacidad de hacer frente a las mayores
demandas de reparacion existentes.®

Célula madre

Autorregeneracion Diferenciacion

Célula madre

> @&

Células diferenciadas

Figura 2 Caracteristicas de las células madre. 10

1.1.1.1 Clasificacion

Existen diferentes tipos de células madre, que van a depender del tipo de

células que puedan crear o desarrollar y de la ubicacién en el cuerpo. Hay

11



multiples estudios que han demostrado que los tejidos orales son una fuente

de células madre.11

1.1.1.1.1 Segun su origen

Origen embrionario.

Las células de origen embrionario se producen a partir de las células de
cultivo, que preceden del blastocisto, son capaces de diferenciarse en
cualquier tipo de célula(totipotentes), teniendo un gran potencial para la
regeneracion tisular (Figura 3). Esta tecnologia de células madre de
origen embrionario, pueden revolucionar la medicina y crear una
medicina biocompatible, pero entra en controversia por la cuestion
ética. 1!

Origen adulto.

Son también conocidas como células madre postnatales o soméaticas,
tienen un potencial de diferenciacién multipotente y su caracteristica es
gue su potencial de diferenciacion queda limitado a la capa embrionaria
de la cual se originan. Las primera células madre mesenquimales en
ser aisladas fueron de la médula 6sea por aspiracion. Los marcadores
de superficie con la clave en cuanto al aislamiento de células madre,
puesto que las células mesenquimales y hematopoyéticas comparten
marcadores similares, su identificacion especifica es importante para su
aislamiento, siendo el STRO-1, el antigeno mas importante para su

identificacion.”11

12
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Morula Elastacisto Cuerpos Fmbrioldes

Celulas RMardre Células Maclre
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Figura 3 Modelo jerarquico de las células madre de acuerdo con su potencial?

1.1.1.1.2 Segun el tejido sobre el cual se asientan

Es de suma importancia conocer el concepto de nicho, su primera mencién fue
por Scofield en 1978, son los elementos que rodean a la célula troncal cuando
se encuentra en su estado nativo, incluyendo las células no troncales que
puedan estar en contacto directo con ella, asi como la matriz extracelular y las

moléculas solubles que se encuentran localmente. ’

Se han encontrado nichos en las siguientes localizaciones: médula 0sea, piel,
tejido adiposo, corddon umbilical, foliculo piloso, intestino, sistema nervioso y

diente. ’
En 1999, a traves del retiro en la zona apical del incisivo de un raton se logro

cultivar y se estableciod el primer nicho epitelial de células madre (este nicho
se concluyd que era particularmente en los roedores ya que es diferente la

13
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denticion humana, ya que tienen una erupcién continua a lo largo de la vida
del animal).'!

1.1.1.1.3 Segun el potencial de diferenciacion

= O Totipotenciales

Tres lineas
. y placenta
germinales
—

- Pluripotenciales
Tres lineas
germinales

o)
© e®
.0
hematopoyéticas

Multipotenciales l

| e Todas las cel.
sanguineas
— Unipotenciales : ' .
SC de Hepatocitos

hepatocitos

Figura 4 Las células madre se dividen en embrionarias y adultas de acuerdo con su origen,
aunque basandose en su potencialidad pueden ser totipotenciales, dando lugar a las tres
lineas germinales y a la placenta; pluripotenciales, con la capacidad de diferenciarse en las
tres lineas germinales; multipotenciales, limitadas a diferenciarse a un linaje celular especifico
de acuerdo con su localizacién y unipotenciales, las cuales generan un tipo celular

especifico.1?
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e Células madre totipotentes. Tienen la capacidad de originar un embrion,
con la caracteristica que se puede diferenciar en cualquier estirpe
celular, exclusivamente el cigoto y las descendientes de las dos
primeras divisiones son células totipotenciales, como el trofoblasto de
la placenta.”®

e Células madre pluripotentes. Al cuarto dias las células totipotenciales
comienzan a diferenciarse, desarrollando el blastocisto y la masa
celular interna. Las células de la masa celular interna son
pluripotenciales y tiene la capacidad de diferenciarse en las tres lineas
germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo), pero ya no tienen
la capacidad de desarrollar la placenta. Con la capacidad de crear los

200 tejidos del ser humano excepto el tejido extraembrionario.”°

e Células madre multipotentes. Pueden desarrollar un subconjunto de
tipos celulares. Son células que tiene la capacidad de originar un rango
limitado de estirpes celulares diferenciadas con base a su localizacion;
por ejemplo, las células madre del sistema nervioso central tienen el
potencial de producir tres tipos celulares: neuronas, oligodendrocitos y

astrocitos.”®

e Células madre oligopotentes. Pueden originar un conjunto de tipos de
celulares, pero mucho mas disminuido. Como, por ejemplo: una célula
madre neural que puede crear un subconjunto de neuronas en el

cerebro.’”

e Células madre unipotentes. Son células capaces de desarrollar un solo
tipo de célula especifica; por ejemplo, las células madre en la

15
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membrana basal de la epidermis interfolicular, que producen

exclusivamente escamas queratinizadas.”° Figura 4

Se logro un importante avance en la reprogramacion celular al insertar cuatro
genes de pluripotencialidad de las células madre en las células postnatales,
dando origen a células madre pluripotentes inducidas este estudio fue

realizado en el 2006 por el Dr. Shinya Yamanaka.4

1.1.2 Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son moléculas reguladoras de origen natural, que
se unen a los receptores en la superficie celular, juegan un papel importante
en la cicatrizacion de heridas y tejidos. Estimulan la funcion celular y tisular al
influir en la diferenciacién celular, cambian su actividad bioquimica, el

crecimiento celular y regulan su tasa de proliferacion.t®

Los factores de crecimiento agregados al cultivo o secretados por las células
madre y las células del nicho cercanas son de suma importancia ya que rigen

el destino celular e influyen en la diferenciacién celular.®

El tejido blando adherente a la superficie de la raiz extraida es una fuente
células madre junto con su matriz extracelular (nicho) que contiene factores de
crecimiento enddgeno para estimular a las células madre quiescentes a

desarrollar las células necesarias para ayudar en la regeneracion.’
Estas células madre del ligamento periodontal (PDLSC) poseen una baja

actividad mitética que, cuando se requiere, es decir, durante el fendbmeno de

renovacion fisiologica, deriva las sefiales de la matriz extracelular y, junto con

16
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los factores de crecimiento, comienza a ejecutar su funcion de reemplazar in

situ las células viejas por las nuevas.’

De igual manera también se utilizan células madre con factores de crecimiento
en los cultivos de células madre para asi generar una diferenciacion en:
cementoblastos, osteoblastos, fibroblastos periodontales, cemento, hueso
alveolar e, incluso, para secretar matriz extracelular del ligamento periodontal
(Figura 5).4

Se han comprobado que los factores de crecimiento como el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) mejoran la diferenciacion osteogénica
de las PDLSC y promueve la reparacion del defecto 6seo en modelos

animales.

Diversos factores de crecimiento pueden mejorar la capacidad regenerativa de
las PDLSC, el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-2) es bueno para
modular los efectos de otros factores de crecimiento. El FGF-2 y sus
receptores (FGFR1-4), que son proteinas transmembrana de un solo paso con
actividad tirosina quinasa, se han implicado en autorrenovacion vy
diferenciacion de células madre embrionarias y de las células madre

mesenquimales.!®

En un modelo de perro y primate, una sola aplicacion topica de FGF-2 en un
soporte de gel regeneré con éxito el cemento, el hueso alveolar y los
ligamentos periodontales funcionales con las fibras de Sharpey en los defectos
0seos de furca de clase Il. FGF-2 aumenta la tasa de crecimiento y la vida util
de las células madre de la médula 6sea y mantiene su multipotencia por la
inhibicion de la diferenciacion celular, y este efecto inhibitorio es reversible
después de la retirada de FGF-2.

17



El FGF-2 aplicado topicamente aumenta eficientemente el nimero de PDLSC
Stro-1 / CD146 sin afectar su tallo, y pueden regenerar los tejidos dafiados

después de que desaparezca el FGF-2.18

Factores de
crecimiento

%

Pre-

Cementoblastos
cementoblastos

Pre-

fibroblastos >

Fibroblastos

Pre-
osteoblastos

—> Osteoblastos

LI

Matriz
extracelular
mas moléculas
de adhesion

Figura 5 Rol de las células madre en el desarrollo y regeneracién periodontal. A. El periodonto

se origina del saco dentario que rodea al érgano del esmalte y la papila dentaria. B. La
asociacién de factores de crecimiento y una matriz extracelular induce a la diferenciacion de
células madre en los tres tipos de linajes presentes en el ligamento periodontal. C. La

capacidad regenerativa del ligamento periodontal persiste aun en piezas permanentes.®

1.1.3 Proteinas 0seas morfogenéticas

Proteinas morfogenéticas 6seas (BMP), que pertenecen a la transformacion a
la superfamilia del factor de crecimiento 3 (TGF-B) muestra un gran potencial
para promover la agregacion celular en el sitio osteogénico y la inducciéon de
la diferenciacion en osteoblastos. BMP9, también conocido como el factor de

crecimiento y diferenciacion 2 (GDF-2), se determind recientemente que es

18
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capaz de induciendo diferenciacion osteogénica y formacién 6sea tanto in vitro

como in vivo.20

Entre los 14 tipos de BMP investigados in vivo, BMP9 fue el inductor mas
potente en la diferenciacion osteogénica, aunque BMP-2, -6 y -7 podrian
inducir genes asociados al tejido 6seo, en este estudio realizado por Wang y
col. en ratones con exposicidon 6sea del muslo como resultado de la
implantacion de PDLSC y con ayuda de BMP-2, se obtuvieron osteoblastos
inducidos diferenciacion y maduracién in vivo, radiograficamente se

observaron nddulos de calcio mineralizados.?°

Ishikawa et al realizo un estudio donde se combinan las capacidades
osteoinductivas de las BMP con células madre mesenquimales provenientes
de la médula ésea. Se realizo una comparacion in vitro de la diferencia entre
un cultivo de células madre con BMP-2 recombinante, y un cultivo de células
sin BMP-2 recombinante. El primer grupo produjo mayores numeros de
expresiones osteogénicas. Posteriormente, las células que se diferenciaron
con BMP-2 recombinante fueron implantadas en ratas y formaron tejidos éseos
y cartilaginosos. Esto demuestra que las células madre mesenquimales
pueden diferenciarse mediante BMP-2 recombinante, potenciando la

induccién y formacion 6sea.*

Hakki y col. determind si BMP-2, -6 y -7 regulan diferencialmente la
proliferacion, mineralizacién y expresion de ARNm de hueso / mineralizados
genes asociados a tejidos del ligamento periodontal humano, las PDSCL se
obtuvieron de terceros molares impactados en humanos. Los datos sugieren
que BMP-2 -6 y -7 son potentes reguladores de expresion génica de PDLSC y
biomineralizacién, empleando BMP con PDLSC aisladas de tejidos de
ligamentos periodontales proporciona una estrategia satisfactoria en la

ingenieria del tejido 6seo.?!

19
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Sin embargo, Correa y col mencionan que estas proteinas morfogenéticas en
el caso las mas comunes que son BMP-2 y BMP7, no son una buena opcion
para el tratamiento de la pérdida de hueso alveolar en la enfermedad

periodontal puesto que generan anquilosis alrededor del diente.??
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CAPITULO 2. CELULAS MADRE DE ORIGEN DENTAL

2.1 Células madre de origen dental

La regeneracion periodontal es una opcion para el tratamiento de defectos
periodontales, que tiene como objetivo la reconstruccion de los tejidos
perdidos por la enfermedad. Pero es importante tomar en cuenta que se tiene
qgue eliminar la causa, el proceso de patogenia, para que el tratamiento sea

favorable y no se pierda la capacidad de regeneracion.?

Crear condiciones basadas en los principios de la biologia celular y molecular
la bioingenieria y los biomateriales para regenerar los tejidos es el objetivo
principal de la ingenieria de tejidos. Es un campo emergente, cuyo fin es guiar
la formacion, reparacion y vascularizacién de los 6rganos mediante el uso de
principios biolégicos y fisicos. Los componentes que tienen interaccion

incluyen: andamios, moléculas de sefializacion y células.? 23

Se han cultivado exitosamente las células troncales postnatales
multipotenciales a través de diferentes métodos de extraccion, entre estas
existen 5 tipos de células madre de origen dental: de la pulpa, del ligamento
periodontal, de dientes primarios exfoliados, de la papila dental y del foliculo

dental. 724

Se ha podido afirmar que, en comparacion con las células madre de la médula
0sea, las células madre de origen dental tienen predileccion por el desarrollo

odontogénico.’
El objetivo de la reparacion/regeneracion periodontal consiste en una nueva

cementogenesis, osteogénesis y formacion de fibras de ligamento
periodontal.t
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2.1.1Células madre de la pulpa

Las primeras células madre dentales que se aislaron por Gronthos en el 2000,
poseen una gran similitud con las caracteristicas de las células madre de la
médula Osea, se consider6 que habia una comunidad de células

multipotenciales en el tejido pulpar de dientes maduros. ’

Posteriormente se realizaron estudios que empezaron a relacionarlas con
caracteristicas endoteliales y vasculares, pero mas adelante se lograron aislar

de manera ex vivo y determinaron las caracteristicas a nivel in vivo e in vitro.

La produccién de células madre es muy reducida (1 por 100 de todas las
células) y segun el incremento de la edad del individuo, la disponibilidad de
estas células se ve disminuida. Se han extraido las células que provienen de
terceros molares y dientes supernumerarios, si son aisladas durante la
formacién de la corona, las células madre son mas proliferativas que si se
aislan mas adelante (Figura 6). Como ventaja tenemos la facil accesibilidad y
escasa morbilidad, su extraccion es eficiente, posee la capacidad de
diferenciacion y se ha comprobado que la interaccion con biomateriales las

hace ideales para la regeneracion tisular. ’

Se comprobd la capacidad de diferenciacidbn con un experimento con ratas
donde se observo su potencial terapéutico y regenerativo para la reparacion
de un infarto de miocardio tras ligaduras de las arterias coronarias, 7 dias
después de la implantacién de células madre de la pulpa dental de forma
inyectada intramiocardiacamente en los animales, 4 semanas mostraron

mejora en la funcién cardiaca.?®
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Figura 6 Dientes primarios exfoliados con
pulpa dental expuesta.’

2.1.2 Células del ligamento periodontal

Se ha logrado implementar la utilizacion de células madre del ligamento
periodontal (PDLSC) en la ingenieria tisular para desarrollar una nueva

estrategia en terapia de regeneracion periodontal.?

Son una poblacion celular heterogénea con origen de la cresta neural, estudios
han confiimado la capacidad de diferenciarse en osteoblastos,
cementoblastos, adipocitos, condrocitos y endotelial como las células. Los
experimentos in vivo confirmaron la capacidad de formar ligamento periodontal
y similar al cemento tejido. La funcion principal de las células madre tienen
como objetivo principal mantener la homeostasis y la regeneracion del tejido
periodontal.”- 23

Estudios in vivo con PDLSC realizados en ratones inmunocomprometidos,
demostraron la funcion 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 préximo al periodonto regenerado.’
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Las PDLSC forman colageno tipo |, y lo més destacado con las fibras
colagenas generadas in vivo en humanos fueron capaces de unirse con la
nueva estructura formada de cemento, imitando asi la unién fisioldgica de las

fibras de Sharpey.?®

2.1.3 Células madre de dientes temporales exfoliados

Este tipo de células se extraen de la pulpa remanente de dientes deciduos
exfoliados, y se pudo concluir sobre la existencia de células multipotenciales
diferentes a las aisladas anteriormente de la pulpa dental de dientes
permanentes. En cuanto a las diferencias de los dientes deciduos y los dientes
permanentes son diferentes en funcion, proceso de desarrollo y estructura
tisular, y en comparacion se encontré una mayor velocidad de proliferacion y

una mayor capacidad de especializacién en los dientes deciduos. ’

En un estudio realizado por Hyun Nam y Gene Lee en el 2009, se estudia la
posibilidad de que tengan algo que ver en la composicién epitelial para la
reparacion o regeneracion del diente, ya que entre sus principales
caracteristicas morfolégicas correspondian con el fenotipo de células madre
epiteliales, pudiendo llegar a expresar marcadores epiteliales. Con el estudio
se probo el potencial de diferenciarse en células angiogénicas, cuya capacidad
de induccién se considera fundamental para cualquier tipo de regeneracién
con tejido conjuntivo. Se observé que habia la necesidad del factor de
crecimiento vascular endotelial para que las células madre de la pulpa de
dientes deciduos se diferencien hacia células endoteliales. La capacidad
osteoinductora, se ha comprobado en ratones, que pueden reparar defectos

de formacion 6sea.”- 27
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2.1.4 Células madre de la papila apical

La papila apical esta comprendida por el tejido blando situado en los apices
del diente permanente que se esta formando, hay una zona muy rica en células
entre la papila apical y la pulpa. Las células madre de la papila dental se
muestran positivas para varios marcadores neurologicos, pero cuando se
someten a estimulacion neurologica, el numero de marcadores aumenta

notablemente. ’

La papila es el tejido precursor de la pulpa radicular, comparando las células
madre de la papila generan o desarrollan los odontoblastos primarios, que
tienen como funcién de la formacién de la dentina radicular, mientras que las
células madre de la pulpa son, las precursoras de los odontoblastos que

forman la dentina reparativa.?®

2.1.5 Células madre del foliculo dental

El foliculo dental tiene origen ectomesenquimal, este tejido se encuentra
alrededor del 6rgano del esmalte y la papila dental del germen del diente
permanente en formacién. Contiene células madre que son las que determinan
el desarrollar del periodonto, conformado por el cemento, ligamento, hueso
alveolar y encia. Estas células madre del foliculo dental han sido aisladas de

los terceros molares impactados.”’

Tienen caracteristicas similares al resto de célula madre de origen dental, pero
son las colonias clonogénicas en menor niumero que los demas tipos. El cultivo
in vitro se muestran una morfologia tipica de fibroblastos, y la capacidad de
diferenciarse de manera osteogénica. E in vivo se identifico el antigeno STRO-
1 en las células del foliculo dentales, el trasplante de estas células desarrolla

una estructura de tejido fibroso rigido Gnicamente. ’
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Tipo de célula Caracteristicas In vitro Caracteristicas In vivo

Multipotencialidad con Formacion de tejido
Celulassmadre ce e Lol Tok ectopico:
pulpa dental - Osteogénica - Complejo  dentino
- Adipo y neurogénica pulpar

- Condro y miogénica

Células similares a
odontoblastos

- Tejido 6seo similar al

original
Multipotencialidad con Formacion de tejido
capacidad: ectopico:
Celulas s macdre S del RO (=Tolo[sTg[er:} - Tejido similar al
ligamento - Adipo y neurogénica cemento
periodontal - Condro y miogénica - Células similares a
odontoblastos
Multipotencialidad con Formaciéon de tejido
capacidad: ectopico:
- Dentinogénica - Tejido similar al

Células madre de los

dientes deciduos

exfoliados

- Adipo y neurogénica
- Condro y miogénica
- Osteoinduccién

Multipotencialidad

capacidad:

con

dentino pulpar

Células similares a
los odontoblastos
- Formacion 6sea
- No existe formacién
del

dentino- pulpar

complejo

Formacion de tejido

ectopico:
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CER eelge 6len =8 - Dentinogénica - Tejido similar al —
papila dental - Adipo y neurogénica dentino pulpar
- Condro y miogénica - Células similares a

los odontoblastos

Multipotencialidad con Formacion de tejido
capacidad: ectdpico:
Gl el Gllellbl - Odontogénica - Tejido similar al
dental - Cementogénica ligamento
- Adipo y neurogénica periodontal
Condro y miogénica - Formacion de matriz
cementaria

Tabla 1. Nombres y caracteristicas in vitro e in vivo mas importantes de las células madre de

origen dentario. *

2.2 Aplicaciones

Periodoncia

En periodoncia se estan utilizando algunas células madre de origen dental, se
involucra el cultivo y trasplante de por ejemplo de las PDLSC en el defecto
0seo periodontal ya que tienen la capacidad de diferenciacion y regeneracion
celular, manteniendo las caracteristicas principales del ligamento periodontal,

es decir, la homeostasis y la regeneracién del tejido periodontal.®

Con base en los estudios realizados anteriormente en animales en los cuales
se implementaron tratamientos con células madre derivadas de diferentes
localizaciones anatdmicas fueron satisfactorios los resultados, dado que se
logré la regeneracion exitosa de cemento, hueso alveolar y ligamento

periodontal.®
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Aparte de los realizados en animales, se han llevado a cabo con personas
aplicando células madre provenientes de médula 6sea, ligamento periodontal
y pulpa dental del tercer molar, como resultados los tejidos periodontales se
han regenerado de manera correcta. Demostrando que por el séptimo dia
posterior al tratamiento la encia retomo su coloracion normal y al tercer mes
radiograficamente se observa la neoformacion 6sea y regeneracion de tejidos

periodontales, sin complicaciones postoperatorias. °

Cirugia

En el campo de cirugia se realizé un estudio colocando las células madre en
un defecto 6seo de rama mandibular por quiste dentigero. Se comprob6 que
poseen la capacidad de generar hueso. Los resultados obtenidos indican que

el crecimiento 6seo ha sido altamente satisfactorio.?®

También se ha demostrado la capacidad de regenerar defectos mandibulares
con la aplicacion de células derivadas de la pulpa dental de los terceros
molares extraidos previamente con andamio de colageno, se regener6 de
manera 6sea el defecto después de un afio de la aplicacion del injerto. Y en
otros estudios realizados se pudo reparar un defecto éseo mandibular de
manera completa a los 6 meses de reconstruccion postquirdrgica utilizando

dientes deciduos exfoliados.3°

Endodoncia

En relacién con la especialidad de endodoncia, destaca la terapia ex vivo en
la cual se ha demostrado mayor capacidad odontogénica. Consiste en el
aislamiento de células madre desde el tejido pulpar, su diferenciacion en
odontoblastos y finalmente su trasplante en andamios colocado de manera

autolégicamente.® 31
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Estudios realizados con células madre de la pulpa se encontraron en las
siguientes capas: zona pobre en células (zona basal de weil), zona rica en
células, y pulpa como tal. Para crear pulpa dental se utilizan células madre de
la pulpa dental adulta o células madre de dientes deciduos, junto con células
endoteliales microvasculares humanas (para disefiar vasos sanguineos
funcionales) que son incorporados en un depdsito hecho de colageno (material
reabsorbible) que posteriormente son aplicados en el tejido subcutaneo de
ratones inmunodeficientes, después de un periodo de 14 a 28 dias, se observa
que el tejido pulpar disefiado se asemeja a la pulpa dental normal.3?

En el caso de dientes con apices incompletos que sufren algun tipo de trauma,
un tratamiento a seguir seria la induccion del cierre apical y su posterior
tratamiento endoddntico convencional. Pero otra estrategia podria ser la
regeneracion celular dando lugar a la creacion de nuevo tejido pulpar que
permitiria la finalizacion del desarrollo radicular y prevenir pérdidas prematuras

de dientes.3?
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CAPITULO 3. CELULAS MADRE DERIVADAS DEL
LIGAMENTO PERIODONTAL

El ligamento periodontal se origina en la region del foliculo dental, procedente
de las células de la cresta neural craneal. Puede definirse como un tejido
conectivo especializado encontrado entre el cemento que se ubica alrededor
de la raiz del diente y el hueso alveolar.33

Posee multiples fibras orientadas, es vascular y altamente celular, contiene
fibroblastos, osteoblastos y cementoblastos. La funcion del ligamento
periodontal es proteger, apoyar y proporcionar informacién sensorial para el
sistema masticatorio, aparte de mantener la homeostasis y
reparacion/regeneracion constante de la destruccion de tejido causada por una

enfermedad periodontal o trauma.s3

Funciones: 1) mantiene la insercion del diente en el hueso alveolar; 2)
suministra los nutrientes al alvéolo y al cemento; 3) protege a los dientes; y 4)
mantener la homeostasis de los dientes en su alvéolo por medio de la

regeneracion continua.?*

Tiene origen ectomesenquimal que se han encontrado en una poblacion de
células madre postnatales multipotenciales, con capacidad clonogénica y alto

indice de proliferacion.?*
En la cuestion celular se ha reconocido una alta capacidad de células

osteoblasticas, adipogénicas y condrogenicas en condiciones especificas de

induccion in vitro y la formacion de hueso ectépico y cartilagos in vivo.®*
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Se empez6 experimentando con células madre de la médula ésea, hoy en dia
existen otras alternativas, debido a que se han encontrado otros nichos con

existencia de células progenitoras como es caso de las PDLSC. 4

3.1 Funcién

La funcidn de las células ubicadas en el ligamento periodontal esta en relacion
con la sintesis y la resorcion de hueso alveolar y el tejido conectivo fibroso y
del cemento, por lo tanto, las células pueden dividirse en tres categorias

principales: células sintéticas, células de resorcion y células progenitoras.

Células sintéticas: Son células formativas como los osteoblastos,
fibroblastos, cementoblastos.

Células de resorcion: Son osteoclastos, fibroblastos, cementoclastos.
Células progenitoras: Son las enfocadas como término lo indica,
cualquier célula en division con la capacidad de diferenciarse, incluidas

las células madre.

Aparte encontramos otro tipo de células como las epiteliales (resto epitelial de
malassez) y del tejido conectivo, las células de Masts y los macrofagos estan

presentes.3®

El nicho de las PDLSC no solo es una ubicacion fisica sino un lugar donde las
sefales extrinsecas interactlan e integran para influir en el comportamiento
de las células madre, se podria definirse como el microambiente in vivo en
donde las células madre residen y reciben estimulos que determinan la funcion

que tendran.’

La interaccion de las células intrinsecas en el nicho de células madre generan
redes de comunicaciéon celular y adaptan una funcion de las células madre

para aumentar su capacidad de responder a la necesidad terapéutica.’
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Son de vital importancia la existencia de estas células madre para garantizar
el mantenimiento del tejido periodontal y de igual manera para la reparacion/
regeneracion; las sefiales son recibidas por la matriz extracelular y el entorno

extrinseco es critico en la homeostasis de los tejidos.

En especifico, las proteinas de la matriz extracelular actian como ancla de
células madre y son un mecanismo de forma mecanica de andamio para emitir
la sefializacion de células madre. En comparacion a la situacion de las células
madre es diferente en vivo que in vitro, el potencial proliferativo restringido es

observado por la cuestion de la ausencia de nicho fisiolégico.l’ Figura 7

Periodontal _
ligament cell _ Periodontal
* Cell sheet /.| ligament
transplantation |\
Temp.-resp. AN

| =

dish “~—

Periodontal
ligament cell sheet

Figura 7 Trasplante de monocapa de PDLSC para regeneracion de defecto éseo periodontal.36
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3.2 Clasificaciéon del origen de las células madre del ligamento

periodontal

Ding y col. utilizaron un modelo de cerdos miniatura para investigar la
capacidad regenerativa de las PDLSC, su estudio utilizé tres fuentes celulares:
células madre de ligamento periodontal alogénico; PDLSC autélogo; y grupo
control solo con terapia inicial. Seis defectos 6seos alveolares fueron creados
quirargicamente en tres cerdos por grupo. Doce semanas después de la
cirugia de implantacion, el porcentaje de regeneraciéon 6sea del periodonto en
los grupos de PDLSC autélogo y alogénico fue 38.6% y 35.7%.3’

3.2.1 Autédlogo

La extraccion de células madre de manera autéloga pueden ser cultivadas
junto con de un mecanismo de andamiaje y posteriormente ser trasplantadas
en el sitio del defecto 6seo para lograr una regeneracion, solucionando las

posibles complicaciones que se han encontrado en terapias tradicionales.®

El uso del trasplante autdlogo anula el potencial de una respuesta inmune
significativa del huésped contra las células del donante, el desarrollo de
poblaciones celulares adecuadas a partir de una fuente donante puede verse
limitada debido a la variacién en el potencial de las células madre entre los
donantes, la calidad del tejido, la edad y estado de enfermedad de cada

paciente.38

En el estudio realizado por Ding y Liu et al, se trasplantaron PDLSC autélogas
en los defectos periodontales creados quirirgicamente a modelos porcinos
miniatura, y como resultado se observé la regeneracion de los tejidos

periodontales satisfactoriamente, sugiriendo que es a través de la ingenieria
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tisular con células madre, se consigue un tratamiento favorable para la

periodontitis.3’

3.2.2 Alogénico

La transferencia de PDLSC utilizando células de otro paciente se denomina
alotrasplante. EIl trasplante alogénico se refiere que las células madre
provienen de un donante, se ha reportado que mientras mas avanza la edad
las células madre se van deteriorando por lo que a veces se tienen que tomar
otros factores para aplicacion correcta y funcional de la células madre, en el
caso del estudio de Han y col. en ratas se utilizaron células alogénicas de ratas
hembras saludables y se transfirieron a las ratas con defectos 6seos
periodontales y tuvo éxito teniendo como resultado un porcentaje
significativamente mayor de relleno 6seo, longitud del nuevo puente 6seo y
regeneracion del cemento y ligamento periodontal en comparaciéon con el

grupo tratado con Gelfoam tGnicamente a los dias 14 y 21.38 3°

3.3 Caracteristicas

3.3.1 Diferenciacién: Han demostrados caracteristicas similares las células
madre multipotentes que se han aislado del ligamento periodontal con las
células madre de la médula Osea, con la capacidad de diferenciarse en
adipocitos, osteoblastos y condrocitos en condiciones de diferenciacion

especificadas.*°

Las PDLSC tienen la capacidad de crear cemento y estructuras de ligamento
periodontal cuando se trasplantan en defectos periodontales creados
quirdrgicamente en animales, lo que demuestra su uso potencial para la

regeneracion periodontal.4°
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3.3.2

3.3.3

3.5

Autorrenovacion: Tiene como caracteristicas principal potente
capacidad de autorrenovacion, las células madre pueden ser cultivadas
in vitro con varios pases de cultivo sin pérdida significativa de sus

propiedades fundamentales.*

Proliferacién: El término proliferacién, se refiere a su capacidad de
producir una célula madre diferenciada mediante una divisién celular
asimétrica. El nUmero de estas se mantendra constante si Gnicamente
se lleva a cabo la division simétrica, siempre y cuando en cada ciclo una
célula madre pueda dar lugar a dos células madre hijas. La division
simétrica provee un mecanismo para incrementar la poblacion después

de una pérdida de estas mismas.®

Propiedades inmunomoduladoras

Esta propiedad de las células madre mesenquimales (MSCs) comprende

todos aquellos mecanismos utilizados para potenciar o disminuir la respuesta

inmunoldgica. En la inmunomodulacién las MSCs son capaces de afectar a

las células innatas y adaptativas del sistema inmune a través de dos

mecanismos, uno mediante contacto directo célula a célula (T, B, dendriticas

y macrofagos) y el segundo mediante la liberacion de factores solubles como

prostaglandina E2 (PGEZ2), factor de crecimiento transformante beta, éxido

nitrico, indolamina 2.3— dioxigenasa (IDO), factor de crecimiento hepético
(HGF) y el antigeno G leucocitario (HLA-G).*?

De igual manera se ha descrito que las MSCs liberan factores de crecimiento,

quimioquinas, citoquinas, y hormonas, que tienen efectos paracrinos,
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favoreciendo la migracion, proliferacion y adhesion potenciando asi sus
propiedades funcionales. Las MSCs tienen efectos inhibitorios o

inmunosupresores en la proliferacion y activacion de los Linfocitos T.43 44

Las propiedades inmunosupresoras de MSCs adultas se pueden describir de
la siguiente manera:

1.-Las MSC adultas suprimen la proliferacion de Linfocitos T, la secrecion de
citoquinas y citotoxicidad y regulan el balance de las estirpes Th1/Th2.44 45
2.-Las MSC regulan la funcién de las células T Reguladoras; aumentan la
viabilidad de las células B o inhiben su proliferacién y detienen el ciclo celular.#?
3.-Las MSCs afectan a la secrecién de anticuerpos y a la produccion de
moléculas coestimuladoras de células B.

4.-Las MSC inhiben la maduracion, activacion y presentacion de antigenos de
las células dendriticas y ademas inhiben la activacion de células Natural Killer

(NK) mediante la Interleucina -2 (IL-2).42 46

En resumen, la capacidad inmunomoduladora es una propiedad que poseen
las células madre, en la cual inhiben el reconocimiento de aloantigenos por
parte de las células T, células presentadoras de antigenos y las células
asesinas naturales. Secretan citoquinas y factores de crecimiento del tipo
TGFb, IFNy, IL-4, IL-1, IL-10 y Factor de Crecimiento Hepatico que promueven

la actividad inmunosupresora.*’
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3.6 Marcadores

Feng et al., 2010 y Chen et al. 2016 que utilizaron células madre derivadas del
ligamento periodontal autdlogas presentes en retiro del tejido adherente al
tercer molar extraido y se obtuvieron pruebas relevantes de potencial
osteogénico, cementogénico y adipogénico. Se informa la presencia de
marcadores de células madre mesenquimales como CD34, CD45, CD73,
CD105, CD146, CD166, SSEA4, 3G5 y STRO-1.48:49

MSC markers PDL-function related proteins
¢ CD73, CD90, and CD105 (+) Periostin (+)
. . . Scleraxis (+)
) L9, X - .
'\{E_I_Ml CD34, CD19, and CD14 (-) a-SMA (+)

Low immunogenicity
( HLA-DR (—) :jl {Z?
PDLSCs %,

Immunosuppression Multipotent differentiation

"'/‘_ _h\ "/;:; vitro _H\"'
L

? . Oisteoblasts
\/ Ef Adipocytes Chondroblasts
o @

In vivo

Beells T cells $ + g—}

e S JL

'-\_h Cementum-PDL 5Lru4:lured_/’

Figura 8 Criterios para la identificacion de células madre del ligamento periodontal. Las PDLSC
comparten similitudes con las MSC en términos de fenotipo antigénico y potencial de

diferenciacion multipotente in vitro. Ademas, las PDLSC también poseen baja
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inmunogenicidad y capacidad inmunosupresora, similar a MSC. Sin embargo, las PDLSC
difieren de las MSC derivadas de otros tejidos u érganos, como la expresion de proteinas
relacionadas con la funcion PDL. (periostina, escleraxis y a-SMA) y formando una estructura

de cemento-PDL in vivo.18

En un estudio se mostr6 que el tejido de ligamento periodontal humano
contiene 27% de células positivas STRO-1(una proteina de superficie utilizada
en el reconocimiento de células madre) con un 3% fuertemente positivos. Con

lo que se concluye el potencial para regenerar tejidos periodontales.0 51

3.7 Localizacién

Entre las diferentes células madre dentales, las PDLSC pueden servir como
fuente celular, facilmente accesible desde los tejidos blandos adherentes al
diente extraido y proporciona un excelente efecto terapéutico para promover

la regeneracion periodontal.t’

En cuanto a la localizacién de las células madre en el ligamento periodontal
en el estudio realizado por Han y col. en ratas se utilizaron células madre de
manera alogénica de ratas hembra y se extrajo el ligamento periodontal
retirando suavemente del tercio medio de la superficie de la raiz molar y se

logré cultivar exitosamente.3®

Las PDLSC se encuentran en el area de 0 a 20 um desde el perimetro de los

vasos sanguineos poseen una actividad mitética baja.’

Por otra parte; las PDLSC aisladas de la cavidad alveolar se compararon con
las células madre convencionales derivadas de la superficie de la raiz y tenian
una mayor capacidad de proliferacion, asi como un potencial de diferenciacion

osteogénico y adipogénico mas fuerte que las extraidas de la raiz.!®
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Las fuentes de PDLSC derivados de dientes deciduos tuvo una mayor

proliferacion, un potencial adipogénico mas fuerte y un potencial osteogénico

que los derivados de dientes permanentes.*®

Lee y col. revel6 que las células madre obtenidas de los ligamentos
periodontales de dientes supernumerarios tenian una mejor eficiencia
formadora de colonias que las células madre derivadas de la médula 6sea y

podian diferenciarse en adipocitos y osteoblastos.®
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CAPITULO 4. OBTENCION Y APLICACION DE LAS CELULAS
MADRE DEL LIGAMENTO PERIODONTAL EN ODONTOLOGIA

La ingenieria tisular ha desarrollado terapias utilizando células madre que han
resultado muy prometedoras, ya que se ha logrado la regeneracion ésea
alveolar y tener solucién en grandes defectos en el tejido periodontal.?

El objetivo de la terapia regenerativa es estimular a las células somaticas para
formar nuevamente los tejidos perdidos, en efecto, presentan multiples
ventajas, por ejemplo, facil aislamiento, cultivo y estabilidad fenotipica in vitro,
demostrada capacidad de diferenciacion, ademas, importantes propiedades

inmunomoduladoras utilizadas de manera alogénica. ?

4.1 Métodos de obtencion de las células madre del ligamento

periodontal

El uso de células madre se puede destacar la relevancia de los medios de
cultivo o de una nutricion adecuada para ellas; otro factor de importancia en la
ingenieria tisular es un andamio que sirva como una matriz extracelular
temporal para que exista una 6ptima funcion, nutricion, adhesion, proliferacion

y sefalizacion celular.®

La implantacién de células en el defecto periodontal se realiza a través de
enfoques libres de biomaterial o basados en biomaterial, ademas, estas
células derivadas del huésped pueden someterse a aislamiento, expansion ex
vivo (cultivo de células madre) y reimplantacion de estas células en el defecto
periodontal o inyectadas directamente como una suspension o entregadas por
andamios de biomateriales o portadores de células de forma in vivo. Aunque
la expansion ex vivo de las células madre es necesaria, estas células

generalmente reducen su capacidad de autorrenovarse y proliferar durante el
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paso. Las principales dificultades que enfrenta la implementacion clinica
generalizada de las estrategias existentes de administracion celular para la
terapia periodontal son la calificacion, el costo y el tiempo requeridos para el

cultivo ex vivo.2 52
4.1.1 Invivo

Los andlisis in vivo con PDLSC realizados en ratones inmunocomprometidos
sugirieron 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. Esta capa de tejido contenia fibras colagenas y se asociaba

intimamente al hueso alveolar préximo al periodonto regenerado.?

Seony col. realizaron un estudio evaluando las caracteristicas in vivo € in vitro
de las PDLSC y como resultados se observaron después de 8 semanas de
implantadas las células madre tejidos similares al cemento con una matriz de
fibra que tenia un patrén mas irregular o una alineacion lineal perpendicular a
la capa celular de revestimiento y los densos haces de colageno perpendicular
al tejido duro recién formado que se asemeja a las fibras de Sharpey, en
algunas areas, los tejidos contenian células de tipo cementocito incrustadas

que se asemejan al cemento celular.%*

4.1.2 In vitro

Para realizar el aislamiento de las células madre en este caso del ligamento
periodontal existen dos posibles métodos; uno, conocido como el método de
explante y que se basa en la alta tasa de proliferacion celular de las células
madre a partir de un tejido fragmentado y su adherencia al plastico, mientras
qgue el segundo método, conocido como el método de digestion enzimatica,
consiste en la extirpacion quirdrgica del tejido, su digestion en dispasa/

colagenasa y su caracterizacion a través de una seleccion realizada gracias a
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marcadores especificos; principalmente con el apoyo de un citémetro de flujo

con clasificador de células activadas fluorescentemente.5!

e Método del explante
El procedimiento general consiste en inocular un medio de cultivo
gelificado (generalmente con agar) con un fragmento de tejido u 6rgano,
llamado explante, previamente tratado para eliminar todo organismo

que se encuentre en su superficie.>

Seo y col. en el 2004 y 2005 realizaron el cultivo con el método de
explante de la siguiente manera se retir6 el ligamento periodontal y se
cortaron en trozos de 0.5 mm? de didmetro se depositaron directamente
sobre placas de cultivo de 35 mm sin medio de cultivo para permitir que
el tejido se adhiriera a la placa, luego de unos minutos se agrego alfa-
MEM suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 20% y antibiéticos
(Penicilina). Los trozos de tejido se cultivaron en incubadora a 37 °C y
aire con 5 % de CO2. El medio de cultivo se reemplaz6 por medio fresco
cada dos dias hasta la formacién de una monocapa celular con
confluencia de 90-100%, la cual se puede observar mediante

microscopia 6ptica.53 56, 57, 58,59

Is: ‘:,C;Pﬂqﬁh‘.x I}C?d:*-{'b-A
o N e
- —_— el ) \,‘ subcultivo Fi: e
K }Q’Q:. A '{7 WY \i"*‘;':. e
pedazo de L =, ’ — =
tejido LN

disgregacion c¢élulas en . T
mecanica  suspensiin cultivo primario cultivo secundario

Figura 9 Esquema cultivo celular: cultivo primario y cultivo secundario®8
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e Meétodo de digestion enzimatica

Las células madre cultivadas por métodos de digestion enzimatica
tienen mayores tasas de proliferacion, mejor eficiencia en la formacion
de colonias y una mayor capacidad de diferenciaciéon que las células
madre de crecimiento. Sumado que la tasa de éxito del cultivo primario
fue mayor con 3 mg/ml colagenasa y 1 mg/ml dispasa tipo | (96.7%)
juntas que con el uso de tripsina y EDTA (72.7%). Por lo tanto, la
colagenasa tipo | y la dispasa se recomiendan para el cultivo primario
de las PDLSC.

El medio de cultivo es de suma importancia ya que también afecta las
caracteristicas biologicas de las células. Dos medios se usan ampliamente
para cultivarlas: el medio minimo esencial de Dulbecco (DMEM) y el medio
esencial minimo a (a-MEM) que contiene L-glutamina y L-ascorbicacid-2-
fosfato. Tanto « -MEM como DMEM pueden mantener fenotipos de células
madre (expresion de Stro-1, CD146, CD105 y CD44), generalmente durante 1
hora en CO2.

Sin embargo, las PDLSC cultivadas en a-MEM tenian mayores tasas de
proliferacion y un potencial osteogénico mas fuerte que las células madre
derivadas el ligamento periodontal cultivadas en DMEM, esto puede deberse
a mas aminoacidos, vitaminas y nucleotidos en a-MEM que en DMEM. Las
células generalmente se cultivan con un 20% de oxigeno durante la expansién
in vitro. Sin embargo, la hipoxia parece ser el microambiente fisiol6gico de las
células madre. La expresion de marcadores de pluripotencia (Oct-4, Sox-2 y
c-Myc) y el potencial de diferenciacion de PDLSC aumentaron

significativamente un cultivo por debajo del 2% de oxigeno.®

Los cultivos primarios de PDLSC producen numeros de células pequefias

(promedio de 1,250 células), que es menos de lo necesario para generar una
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hoja de células para la regeneracion periodontal (al menos 4 x 106
células). Las células madre deben proliferar al menos 12 duplicaciones de la
poblacién antes de la aplicacion. Por lo que es importante expandir las células

in vitro sin perder su potencia.®

<30 years old
Donor selection
Periodontal healthy

<=

Midthird of root surface
Tissue collection

E] Collagenase I + dispase

- @a-MEM
|

=
j°&<}=ﬁ<,k——-

Primary culture

FGF-2 °Q Low seeding density (<50 cells/cm?)
BMP-4 Qo
%% Hypoxia condition (2% O,)

Cell expansion

Caprar) Capa) fapae

TGE-1 ‘ ‘ ° ° BMP-2, BMP-7
CTGF VEGF
Differentiation

=

X3 LH '*
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Transplantation
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Figura 10 Condiciones optimizadas para el aislamiento y el cultivo de PDLSC. Métodos y
condiciones de cultivo 6ptimos, como el uso de digestién enzimatica, a-MEM y la siembra de
células a baja densidad, bajo hipoxia se recomiendan. El uso secuencial de diferentes factores

de crecimiento es efectivo para la expansion y diferenciacion celular.®

Seo y col en 2004 y 2005 incubo el tejido en una solucion de colagenasa tipo
I, con una concentracion de 1 mg/ml en medio de cultvo a -MEM

suplementado con antibiéticos (100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de
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estreptomicina) y tripsina al 0,25 %. Esta mezcla se incubd dentro de una
estufa a 37° C durante 15 minutos. Se cultivaron durante 6, la médium fue

cambiado dos veces por semana hasta generar una monocapa.>?

Para los métodos y condiciones de cultivo celular para expandir las PDLSC
rapidamente sin perder su potencia y caracteristicas. Para el cultivo primario
de las células madre, tanto el crecimiento externo como los métodos de

disociacion enziméatica fueron factibles. 18

Se espera que utilizando la técnica del explante se establezca una monocapa
celular luego de 15 - 18 dias; mientras que mediante la técnica de digestion

enzimatica, la monocapa se debiera establecer a los 14 dias.?* 60

Después de una fase de expansion celular, estas células se introducen en una
estructura biomimética, y se inducen a la diferenciacion en sentido

osteogénico.*

Las células obtenidas se cultivaron en un medio osteogénico a base de alfa-
MEM suplementado SFB al 10 %, 100 nM de dexametasona, 10 mM j-
glicerofosfato, 50 pg/ml &cido ascérbico, 100 U/ml de penicilina/estreptomicina
y 0,25 mg/ml de anfotericina B, con el fin de diferenciar las células al linaje
0seo/cemento con produccion de nédulos de mineralizacion in vitro. El medio

osteogénico se cambié cada 3 dias, hasta completar 21 dias.>* 61 62

La dexametasona estimula la proliferacion de las MSCs y permite la
diferenciacién a un linaje 6seo, 3-glicerol fosfato es un fosfato organico que da
un soporte a la osteogénesis mediante el control de la mineralizacion y la
actividad de los osteoblastos y el acido ascorbico desempefa un papel en el
incremento de la actividad de la fosfatasa alcalina y promueve la produccién

de osteocalcina.®3
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Sin embargo, las principales desventajas de las células madre cultivadas ex
vivo son la dificultad en el suministro celular, la inmunogenicidad celular, la
tumorigenicidad, la dificultad en el control de los destinos celulares in vitro e in
vivo, la rentabilidad y la larga duracién, y por parte es costoso se suma a las

desventajas.!’

Las células madre cultivadas in vitro pueden tener un potencial proliferativo
restringido debido a la falta de nicho fisioldgico. La expansion celular ex vivo

es esencial para tratar defectos de gran tamafio.’

Se evidencié que una proliferacién celular significativamente mas alta de
PDLSC resulta en mayores depositos de calcio después de 3 semana de
cultivo, lo que sugiere que las PDLSC son una fuente mejor de células madre
osteogénicas.?

4.2 Conservacion

El método utilizado para esto es la criopreservacion, proceso en el cual las
células o el tejido completo son preservados por medio de la congelacion a
temperaturas bajo cero, como 77K 0 196°C (Punto de ebullicion del nitrégeno).
A estas bajas temperaturas cualquier actividad biolégica incluyendo las
reacciones bioguimicas que dejarian la célula muerta, son efectivamente

detenidas.®

Las PDLSC obtenidas de los dientes deciduos pueden ser criopreservado, y
mas adelante en la vida del donante podria usarse como fuente de células
madre para reconstruir periodonto destruido por enfermedades

periodontales.>*
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4.3 Andamios

Un andamio es un material que portador que ayuda a suministrar su contenido
celular en este caso las células madre y diversos factores angiogénicos a el
sitio donde se desea la regeneracion periodontal, que sus caracteristicas
deben ser biodegradables y biocompatibles.’

Las células madre interactian con estas matrices o andamios de manera
activa en el proceso de regeneracion del tejido, lo cual induce la liberacién de
factores de diferenciacion y crecimiento, mientras que sintetizan su propia
matriz extracelular, que proporciona un ambiente y arquitectura especificos del
tejido, y sirve como almacenaje de agua, nutrientes, citocinas y factores de

crecimiento, entre otros factores.%4

Al usar este tipo de matrices las células parecen desplegar una mayor
adhesion, movilidad, velocidad de proliferacion celular y morfologias mas

similares a las del tejido del que buscamos un reemplazo.%

Las matrices o andamios necesitan reunir unas propiedades para la ingenieria

del tejido 6seo:

e Biocompatibilidad: No debe causar una reaccion inmune, ni ser toxica
en los tejidos en el cual se van a implantar.

e Porosidad: Debera tener poros que son necesarios para la difusion de
gases Yy nutrientes entre las células cultivadas. En cuestion del tejido
0seo la comunicacion celular esta aumentada, para desarrollar un tejido
normal y funcional. En un andamio, el diametro de poros apropiado
oscila entre 100 y 350 micras para tener la capacidad regenerativa.* %4

e Biodegradable: Debera ser absorbible por el tejido que la rodea sin que

sea necesaria su eliminacién por manera quirurgica.
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e Osteoinductividad: Las células madre son agrupadas en los sitios de
regeneracion y estimuladas para diferenciarse hacia la linea
osteogénica.

e Propiedades mecanicas: Se debe tener en cuenta que las zonas de
reemplazo estaran sometidas a tensiones y fuerzas mecanicas.

e Osteconduccién: La matriz o andamio debera tener unas propiedades
topograficas que permitan que las células osteogénicas migren hacia la
superficie de la matriz a través de un coagulo de fibrina, que se

establece después de haber implantado el material.54

Primero encontramos materiales naturales y estos se pueden agrupar en tres
categorias: proteinas, polisacaridos y acidos nucleicos. Dentro de estos
tenemos el coldgeno, elastina, fibrina, alginato, seda, glicosaminoglicanos,
tales como hialuronano y quitosano. Ofrecen resistencia estructural, son
biocompatible y biodegradable, pero como desventajas esta que son dificiles
de procesar y afecta que tienen el riesgo de transmitir patégenos, provocando

una respuesta inmunoldégica. 5

El colageno ha tenido especial interés y se ha utilizado en multiples enfoques
en la ingenieria de tejidos, sin embargo, es mecanicamente débil y sufre una

degradacion rapida. 6

Por otra parte, estan los polimeros sintéticos, que proporcionan propiedades
guimicas y mecanicas correctas y permiten un excelente control sobre las
caracteristicas fisicoquimicas, como el peso molecular, tamafio de poro,

rigidez o la presencia de grupos funcionales. 6°

Los andamios sintéticos de uso comun incluyen materiales de poliéster, tales

como el acido polilactico (PLA), el acido poliglicolico (PGA) y poli caprolactona
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(PCL). El poliéster no es toxico y es biocompatible, y se ha utilizado para

numerosas técnicas de tejido. ©°

Las desventajas de los polimeros sintéticos pueden ser respuesta inflamatoria
cronica o aguda en el huésped, y disminucién localizada del pH debido a la

acidez de la degradacién hidrolitica subproductos. 6°

Hay otra alternativa que son los copolimeros pueden ser mas Utiles que los
andamios de polimeros individuales porgue la copolimerizacion puede
compensar las desventajas que pueden tener los polimeros individuales.
Esteres de poliéter, tales como polietilenglicol (PEG) o tereftalato de
polibutileno(PBT) y poliuretanos (PU) son polimeros sintéticos Utiles para

hueso, musculo esquelético o tejido cardiovascular ingenieria. %°

Hidrogeles, que no son una categoria material por si misma, puede estar
hecho de varios materiales naturales, como colageno, fibrina, proteoglicanos
y acido hialurénico, pero puede también se sintetiza a partir de polietilenglicol
o moléculas de péptidos autoensamblantes. Los hidrogeles ofrecen una alta
biocompatibilidad, agua similar a los tejidos contenido, propiedades

viscoelasticas ajustables y la posibilidad de inyeccién y gelificacion in situ. °

También se utilizan injertos 6seos como andamio, por ejemplo, el Bio-0ss
(hueso bovino) en combinacion con las PDSLC utilizado para defectos

periodontales en un estudio realizado por Chen y col.*°
Las células se pueden sembrar en el andamio y cultivado in vitro para generar
el tejido deseado antes trasplante que se le llama ingenieria de tejidos basada

en células. Y tenemos un diferente enfoque que es el disefio de materiales
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para el trasplante de un sistema libre de células, que, debido a una
combinacion de moléculas de sefializacion incorporadas en el andamio, inducir
la busqueda de células madre residentes en el respectivo tejidos, y promover
su diferenciacion para apoyar la regeneracion y esto se puede denominar
ingenieria de tejidos sin células, este ultimo enfoque es especialmente
atractivos debido a un manejo mas facil proceso que elimina los problemas

asociados con el uso de células madre.%°

4.4 Técnica quirurgica
La primera fase del tratamiento consiste en controlar la causa de la
enfermedad, con el objetivo de detener el proceso de destruccion del tejido.

Esto se denomina fase etiolégica, higiénica o relacionada con la causa.?

Una vez que se controla la causa, se considera la correccion de las
consecuencias provocadas por la enfermedad. Esta fase, llamada fase
correctiva o quirargica, se centra en el tratamiento de la bolsa periodontal y los
problemas mucogingivales, con el objetivo final de restablecer una relacion
degenerativa-dental de la manera mas favorable posible, con el objetivo de

facilitar el control higiénico del paciente.?

El tratamiento quirargico

Sasvehalli y col. realizaron un estudio que abarcé del noviembre del 2015
hasta abril del 2017, en el cual consistid en seleccionar pacientes de ambos
sexos de 30 a 50 afios diagnosticados con periodontitis. 7

Como tal la técnica quirargica fue la siguiente:

Se realiz6 un colgajo con preservacion de papila modificada, se seleccion6 en
funcion del ancho de la papila interdental. La elevo el colgajo para permitir la
exposicion del defecto y el cuidado desbridamiento de la superficie de la raiz.

Desbridamiento completo de se realizo el defecto intradéseo y luego se extrajo
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diente designado ya sea por impactacion o por razones no funcionales. 1’

Se retird cuidadosamente el ligamento periodontal de las raices del molar
extraido, utilizando una cureta estéril y se mezclaron con una esponja de
gelatina (Abgel), para asi formar una masa transferible que se coloco
posteriormente en el defecto periodontal y se condensé suavemente.

Se apreto el nudo presuturado y se aplicd un apaosito periodontal.

Se dieron instrucciones postoperatorias y sutura la eliminacion se realizo
después de 10 dias.’

Un dia antes de la cirugia se prescribieron 500 mg amoxicilina 2 capsulas por
dia y continu6 durante 5 dias, aceclofenaco 100 mg, dos veces al dia durante
3-5 dias fue prescrito de igual manera.

El desbridamiento supragingival se realizé una vez en 3 meses durante el

periodo de seguimiento de 12 meses. %’

Los resultados del estudio entre 28 pacientes, 6 hombres y 8 mujeres fueron:
e Hubo una notable disminucion de placa y sangrado gingival desde el
inicio hasta el final del estudio, donde se compard el grupo que
sometido a la colocacién de PDLSC y curetaje abierto y el grupo control

que solo se tratd con curetaje abierto.

e Dentro de los grupos, la posicion del margen gingival no mostrar
cualquier cambio significativo desde el inicio hasta el estudio diferente
intervalos.

e Se mostré una reduccién significativa de la profundidad de sondaje en
el grupo con aplicacion de PDLSC.

e La union cemento-esmalte a la cresta 6sea alveolar la medicion fue
mayor en los grupos con PDLSC.

e Alos 6, 9y 12 meses, el grupo con aplicacion PDLSC mostré una
mejora significativa en el area del defecto resolucion del 30% al 51%
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desde el inicio hasta los 12 meses, en comparacion con el grupo control
que obtuvo 11% a 15%.%’

Figura 11 a. Ortopantomografia que muestra el diente indicado para extraccién con flecha roja
y defecto intradseo por flecha amarilla. b. Tejido blando adherente a la raiz de un tercer molar
extraido, y la extraccion de células madre del ligamento periodontal que se alberga el nicho y

Abgel. c. Masa transferible. d. Transferencia del tejido cosechado al defecto. 17
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Cheny col. realizaron un estudio con un total de 30 pacientes con periodontitis
de 18 a 65 afios, un grupo tratado con la implementacion de Bio-oss (hueso
bovino) en el defecto 6seo sin células madre y el segundo grupo con |
aplicacion de Bio-oss (hueso bovino) con PDLSC, con seguimiento de 12

meses. 49

A

Adlpogenesas

Figura 12 Aislamiento celular, caracterizacién y cirugia. A El tercer molar impactado de los

pacientes se extrajo y se sometié a aislamiento celular y celular. Caracterizacion de la
capacidad de formacion de colonias celulares y la diferenciacion osteogénica / adipogénica. B
La produccion de trasplantes de hoja celular / andamio y trasplante in vivo, que incluye: (a)
formacion de lamina celular; (b) Particulas Bio-Oss®; (c) trasplantes de hoja celular / andamio;

(d) exposicion de defectos 6seos; (e) colocacion de trasplantes; y (f) cierre del colgajo.*®

Los terceros molares de los pacientes en el grupo celular fueron extraido y

sometido a aislamiento celular y trasplante, las células se evaluaron para
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determinar la capacidad de formacion de colonias celulares en cuanto a su

diferenciacion osteogénica / adipogénica.*®

Cada paciente recibié una preparacion inicial estandar, que incluye instruccion
de higiene oral y fase uno antes del tratamiento quirdrgico, para minimizar el

potencial bacteriano.*®

Post-surgery 12 months

Pre-surgery Post-surgery 6 months

o4
s
o
S
o
©
=
c 3
8
Pre-surgery Post-surgery 6 months Post-surgery 12 months

Cell group

Figura 13 La evidencia radiografica de la altura del hueso aumenta en el grupo de control y el

grupo de células (las puntas de flecha negras apuntan a sitios de hueso defecto en cada

radiografia).*®

La tercera fase del tratamiento periodontal, también llamada fase de

mantenimiento, o tratamiento de soporte periodontal.®

4.5 Indicaciones y limitaciones clinicas

Las principales indicaciones clinicas para la regeneracion tisular, actualmente
se limitan a defectos intradseos de 2 y 3 paredes, o0 a lesiones en furcaciones
grado Il. Por lo que se busca intensamente ampliar las capacidades celulares
para la regeneracion y mejorar las indicaciones para aplicar principios de

ingenieria tisular a los tejidos afectados por una periodontitis.?
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Limitaciones clinicas

La edad del donante también afecta a las células madre. Los PDLSC obtenidos
de donantes de edad tenian menos capacidad regenerativa en comparacion

con los de donantes jévenes.®

Las Porphyromonas gingivalis (el principal patégeno de la periodontitis
cronica) inhibié severamente la diferenciacion osteogénica por lo que es una
gran limitacién para eficacia de la regeneracion tisular, se debe realizar un

tratamiento integral para tener resultados a largo plazo.*®

4.6 Exito del tratamiento y resultados a largo plazo

En el estudio previamente mencionado de Sasvehalli y col. donde era un
estudio entre el 2015y 2017 con pacientes de ambos sexos del grupo de edad
de 30 a 50 afios diagnosticados con periodontitis, en el que consistia en tratar
a un grupo con curetaje abierto y la otra parte del grupo con curetaje abierto y
colocacion de PDLSC de manera directa los resultados se calcularon a las 3,

6, 9y 12 meses después del tratamiento se encontré lo siguiente:

Disminuyo

significativamente 24% al
28%
Permanecié como el 119% 9.2% 2504 9%

inicio del tratamiento
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Tabla 2 Evolucién de 28 pacientes, 6 hombres y 8 mujeres en cada grupo a los 12 meses

después del tratamiento.’

Dogan y col. informaron una mayor regeneracion periodontal en defectos de
furca de Clase Il sembrados con células derivadas de ligamentos
periodontales en comparacion con defectos de control. Especificamente,
encontraron que el area media del defecto lleno de hueso nuevo era el 51.2%
del area del defecto en los defectos que recibieron las células derivadas del
ligamento periodontal en comparacion con el 32.9% del area del defecto en
los defectos de control. Se descubri6 que la nueva formacién de tejido
conectivo y cemento cubre el 75.5% de la superficie radicular desnuda en los
animales que reciben células regenerativas derivadas del ligamento

periodontal en comparaciéon con el 71.7% en los animales de control.%®

En el dia 14, se observd un mayor grado de formacion de tejido éseo y
cementogenesis, con insercion de fibra, en defectos tratados con Gelfoam "+
PDLSC en comparaciéon con otros grupos. Sin tratamiento los defectos se
rellenaban comunmente con tejido fibroso con un minimo de tejido éseo nuevo
formacion, observada principalmente en los bordes de la herida sin evidencia

de cementogenesis en curso.38

La presencia de células similares a osteoblastos que recubren la matriz
organica, células similares a osteocitos atrapadas en lagunas de estructuras
mineralizadas recién formadas y células de revestimiento similares a
cementoblastos en superficies dentinales y de cemento expuestas, se
observaron en animales tratados con espuma de gel "+ PDLSC. Capa
mineralizada recién formada en la superficie radicular desnuda aparecio
celular y fue continuo con el de las capas superficiales de cemento adyacentes
no lesionadas. A diferencia de la mayoria de los especimenes evaluados el

dia 7, la unién del tejido conectivo aparecio principalmente unida a la superficie
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radicular cortada. Sin embargo, las fibras de coldgeno permanecieron en gran
medida desorganizadas, con la mayoria paralelamente orientada a la
superficie radicular cortada, en notable contraste con el Sharpey

preexistente.38
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Conclusiones

Con base a los estudios realizados sustentan la efectividad en el tratamiento
de defectos 6seos causados principalmente por enfermedad periodontal

utilizando PDLSC tanto en animales como en humanos.

Principalmente se ha experimentado con PDLSC autélogas pero una opcion
disponible y que todavia esta en investigacion serian las PDLSC aplicadas de
forma alogénica ya que con enfermedad periodontal llega a afectar el potencial

de células madre.

La terapia regenerativa sera una gran alternativa de tratamiento, pero se tiene
que estandarizar tanto la técnica quirdrgica, el cultivo y el mecanismo
apropiado para cada paciente. Se tienen que disefiar dispositivos de entrega
apropiados; comprender la inmunogenicidad y las propiedades
inmunorreguladoras de estas células; determinar si las células alogénicas se
pueden usar de forma segura; definir qué tejidos pueden proporcionar las
células donantes mas apropiadas; idear medios para controlar el proceso

regenerativo general; y costo-beneficio / efectividad.

El objetivo es continuar el trabajo en el campo periodontal, con los diferentes
instrumentos que tenemos, gracias a la biotecnologia, para obtener la
regeneracion total de tejidos periodontales perdidos, con el fin de recrear de

manera predecible y reproducible una anatomia periodontal real.

La evidencia confirma que a partir de estudios realizados en animales de
experimentacion y en humanos, estas células pueden ser aplicadas no solo en
periodoncia sino también en endodoncia, cirugia, regeneracion maxilar y
mandibular, siendo necesario continuar la experimentacion con células madre

para ampliar las areas de aplicacion de estas.
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Actualmente se sigue investigando la efectividad de las células madre para
determinar si es una buena opcion de tratamiento, por la cuestion de costo de
cultivo y saber si serd un éxito en todos los casos. Es una técnica que ha
generado resultados satisfactorios, pero se podria mas adelante comparar con

otras técnicas previamente utilizadas como la regeneracion tisular guida.
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