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INTRODUCCION

La célula es la unidad anatémica y funcional principal de todos los organismos
vivos, el cuerpo humano se compone de alrededor de 200 tipos de células que
se desarrollan a partir de células madre. Las células madre son células
indiferenciadas, inmaduras, autorrenovables y capaces de generar uno 0 mas
tipos de células diferenciadas, caracterizadas por propiedades esenciales
como; su capacidad de autorrenovacion, fundamentada en la proliferacion
ilimitada ,en su conservacion como células indiferenciadas, y su habilidad para
generar diferentes tipos celulares (0seas, sanguineas, epidérmicas, cutaneas,
neuronas, etc.); se pueden clasificar de acuerdo a su potencial de
diferenciacion y de acuerdo a su origen.

Desde su descubrimiento, han ganado una gran atencion por su capacidad de
diferenciacion y regeneracion. La principal fuente de células madre se conocia
como médula 6sea. Sin embargo, se han descubierto diferentes fuentes para
la obtencion de células madre como por ejemplo las células madre de origen
dental.

Desde el aislamiento de las células madre de la pulpa dental en el afio 2000
la odontologia ha despertado gran interés en el potencial terapéutico por su
habilidad de diferenciarse en varios tipos de células como los odontoblastos,
osteoblastos, adipocitos, condrocitos y células neurales. existe evidencia
cientifica in vivo e in vitro que ha mostrado la utilidad y viabilidad de estas
células en el potencial terapéutico y regeneracion de nuevos tejidos, asi como
también el aislamiento de otros tipos de células madre de origen dental siendo
de las mas importantes, las células madre de la pulpa dental (DPSC), células
madre del ligamento periodontal (PLDSC), células madre de dientes deciduos

exfoliados (SHED) células madre de la papila apical (SCAP) etc.



Por lo tanto, el presente trabajo busca mostrar el panorama de las
investigaciones, estudios y experimentos cientificos que buscan probar las
posibles aplicaciones clinicas en el campo de la odontologia regenerativa, asi
como el potencial terapéutico y la regeneraciébn de nuevos tejidos,
profundizando mas en la regeneracion periodontal, la regeneracion en

endodoncia y la regeneracion 6sea del complejo oro-facial.



MARCO TEORICO

1. CELULAS MADRE
1.1 DEFINICION

Por definiciébn, una célula madre se refiere a una célula clonogénica
relativamente indiferenciada que es capaz de autorenovarse y diferenciarse
en multiples linajes. Por lo tanto, se considera que una célula madre es capaz
de propagarse y generar células madre hijas, mientras que su progenie tiene
el potencial de diferenciarse y comprometerse con la maduracién a lo largo de
multiples linajes, dando lugar a una variedad de tipos de células
especializadas. Una célula madre puede sufrir una autorenovacion prolongada
o una diferenciacion dependiendo de sefiales intrinsecas moduladas por
factores extrinsecos en el nicho de las células madre. Las células madre se
han aislado ahora de una amplia variedad de tejidos y tras su caracterizacion,
estas poblaciones se han categorizado de acuerdo con su respectivo potencial

de desarrollo.1
Recapitulando las principales caracteristicas de las células madre son:

e Autorenovacion (la capacidad de proliferar extensamente), para
reemplazar células dafiadas o para regenerar rganos.
e Clonalidad (generalmente derivada de una sola célula)

. Potencia (capacidad de diferenciarse en diferentes células).»



1.2 CLASIFICACION Y LOCALIZACION

Las células madre se clasifican de acuerdo a su potencial de diferenciacion y

basada en su origen.

Clasificacion basada en el potencial de diferenciacion: Las células madre se

pueden clasificar de acuerdo con su potencia de diferenciacion en 5 grupos:

totipotentes, pluripotentes, multipotentes, oligopotentes y unipotentes.»
Totipotentes

Las células totipotentes u omnipotentes pueden diferenciarse y dividirse en
células de todo el organismo.z Son las células menos diferenciadas y se
encuentran en el desarrollo temprano. La totipotencia tiene el mayor potencial
de diferenciacion y permite que las células formen estructuras embrionarias y
extraembrionarias.z El ovocito fertilizado y las células de las dos primeras

divisiones son un ejemplo.»
Pluripotentes

Las células madre pluripotentes pueden diferenciarse en células que surgen
de las 3 capas germinales (ectodermo, endodermo y mesodermo) a partir de
las cuales se desarrollan todos los tejidos y 6rganos. Las células madre
pluripotentes llamadas células madre embrionarias (ESC) derivaron primero

de la masa celular interna del blastocisto .»
Multipotentes

Las células madre multipotentes se encuentran en la mayoria de los tejidos y
se diferencian en células a partir de una sola capa germinal. Las células madre
mesenquimales (MSC) son las células multipotentes mas reconocidas.
Pueden derivarse de una variedad de tejidos que incluyen médula 6sea, tejido

adiposo, hueso, sangre del cordén umbilical y sangre periférica. Las células



madre mesenquimales (MSC) se adhieren a las placas de cultivo celular y se
caracterizan por marcadores celulares de superficie especificos. Estas células
pueden diferenciar el tejido derivado del mesodermo, como el tejido adiposo,
el hueso, el cartilago y el musculo.>

Oligopotentes

Las células madre oligopotentes pueden autorenovarse y formar 2 o mas
linajes dentro de un tejido especifico; por ejemplo, se ha informado que la
superficie ocular del cerdo, incluida la cérnea, contiene células madre
oligopotentes que generan colonias individuales de células de la cornea y la

conjuntiva.»
Unipotentes

Las células madre unipotentes pueden autorrenovarse y diferenciarse en un
solo tipo celular especifico y formar un unico linaje, como las células madre

musculares, dando lugar a células musculares maduras y no a otras células.>

Morula
(Células totipotentes)

Cigoto =
(Célula totipotente)

Blastocito con \
presencia de disco Bléstula
embrionario

Fig.1 Etapas iniciales de la diferenciacion embrionaria.s



Clasificacion basada en su origen:Las células madre se pueden dividir a

grandes rasgos en tres categorias: células madre embrionarias, células
madre adultas (somaticas o posnatales) y mas recientemente mediante

manipulacion genética, células madre pluripotentes inducidas. 1
Células madre embrionarias

Las células madre embrionarias (ESC) son pluripotentes, derivadas de la masa
celular interna del blastocisto, una etapa del embrion preimplantacional, 5-6
dias después de la fertilizacién. Estas células pueden diferenciarse en tejido
de las 3 capas germinales primarias, pero también pueden mantenerse en un
estado indiferenciado durante un periodo prolongado en cultivo. El blastocisto
tiene 2 capas de células, es decir, la masa celular interna, que formara el
embrion, y la masa celular externa, denominada trofoblastos, que formara la
placenta. Las células de la capa celular interna se separan de los trofoblastos
y se transfieren a una placa de cultivo en condiciones muy especificas para

desarrollar lineas de células madre embrionarias (ESC).z
Células madre adultas

Las células madre adultas se derivan de tejido adulto. Los ejemplos incluyen
células madre mesenquimales (MSC), asi como células madre derivadas de
tejido de la placenta. Tienen una capacidad de diferenciacién limitada, aunque
estas células se han diferenciado en tejido de diferentes capas de células
germinales in vitro. Las células madre adultas son una ventaja, ya que las

células autélogas no plantean problemas de rechazo o controversias éticas.»

Las células madre mesenquimales (MSC) son células madre adultas capaces
de dar lugar a multiples tipos de células especializadas. Debido a su amplia
distribucion en muchos tejidos adultos, incluidos los de origen dental, las MSC

se han convertido en un objetivo atractivo para su uso en la regeneracion.



— Germ cells
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TOTIPOTENT STEM CELLS
Fertilisation — Fertilised Egg w—g (capable of differentiating into all possible cell types
including extraembryonic tissues)
Embryonic Stem Cells
Biastacyst (derived from inner cell mass of pre-implantation embryo)
Embryonic Germ Cells PLURIPOTENT STEM CELLS
Foetus weee® (derived from primordial germ cells isolated from embryonal  p#® (capable of differentiating into all possible cell types
gonad) including extraembryonic tissues)
— Adult — Embryonic Carcinoma Cells
(derived from primordial germ cells in embryonic gonad but
usually found as components of testicular tumours in adults)
Adult Stem Cells MULTIPOTENT STEM CELLS
(derived from many ectodermal and mesodermal organs in (capable of differentiating into multiple, but a limited
adults) number of cell lineages)
P Aduits cells undergone nuclear transformation (clonal) ==& TOTIPOTENT
INDUCED PLURIPOTENT STEM CELLS
Adult cells induced to an embryonic stem cell (¢ ic cells i ipulated to a
e —_—

phenotype pluripotent state, thought to possess comparable

cell potency to embryonic stem cells)

Fig. 2 Derivacion de poblaciones de células madre. 1

Células madre pluripotentes inducidas (iPSC)

Las células madre pluripotentes tienen la capacidad de convertirse en casi
todos los tipos de células; sin embargo, carecen de la capacidad de contribuir
al tejido embrionario adicional y, por lo tanto, no pueden convertirse en
animales fetales o adultos. A pesar de su potencial de desarrollo, el uso de
embriones para obtener lineas de células madre embrionarias humanas
plantea serias preocupaciones éticas, que recientemente impulsaron
esfuerzos para reprogramar genéticamente las células somaticas para volver

a su estado pluripotente.1



En el afilo 2006, Shinya Yamanaka demostraba en ratones que la simple
introduccién de cuatro genes en células somaticas diferenciadas eran capaces
de revertir todo el programa de diferenciacion y reprogramar las células a un

estadio embrionario.s

Estos esfuerzos dieron como resultado la generacién de células madre
pluripotentes inducidas (iPSC) que son funcionalmente similares a las células
madre embrionarias. Estas células son comparables a las células madre
embrionarias en su morfologia, perfiles de expresién génica, capacidad de

proliferacién y diferenciacion.

Sin embargo, las manipulaciones genéticas fundamentales para la generacion
de células madre pluripotentes inducidas (iPSC) pueden alterar su crecimiento
y desarrollo, lo que obstaculiza la predictibilidad de su comportamiento y, como
tal, limita su uso con fines de regeneracion de tejidos. Ademas, las células
madre embrionarias y las células madre pluripotentes inducidas (iPSC) tienen
propiedades tumorigénicas, lo que plantea un importante desafio de seguridad

en el uso de estas células para terapias regenerativas.

Las células madre pluripotentes inducidas (iPSC) fueron objeto del Premio
Nobel de Fisiologia o Medicina de 2012 otorgado a Shinya Yamanaka y John
Gurdon, quienes demostraron que las células madre pluripotentes inducidas
(iPSC) recuperan muchos aspectos de las células madre embrionarias . Esto
abrid la puerta de par en par a la futura terapia con células madre; sin embargo,
en este momento, las células madre inducibles todavia se encuentran en
desarrollo clinico y, aunque se estan realizando ensayos clinicos en Japén,
puede pasar mucho mas tiempo antes de que estén disponibles tratamientos

internacionales de iPSC mas amplios.s



Célula madre
embrionaria
Diferenciacién ?
Reprogramacion
>
O —
Diferenciacion
) Ceélula
Célula somatica pluripotente
inducida

Fig. 3. Comportamiento de una célula madre embrionaria tras diferenciacion a célula somatica
y posibilidad de reprogramarse a célula pluripotente inducida, asi como transdiferenciacion
posterior de estas células a otros tipos de células somaticas.s

2. CELULAS MADRE DE ORIGEN DENTAL

Las células madre son células indiferenciadas ubicadas en diferentes partes
del cuerpo. El papel principal de las células madre es restaurar los tejidos
lesionados. Desde el descubrimiento de las células madre, han ganado una
gran atencion por su capacidad de diferenciacidon y regeneracion. La principal
fuente de células madre se conocia como médula ésea. Sin embargo, se
descubrieron diferentes fuentes para la obtencion de células madre. Los
tejidos dentales, una nueva fuente de células madre, proporcionan células que
tienen caracteristicas de células madre mesenquimales, capacidad de
regeneracion, capacidad de diferenciacion multilinaje y caracteristicas

inmunomoduladoras.7



Las células madre mesenquimales (MSC) en los dientes se han explorado
como células vitales para la medicina dental basada en células madre. Hasta
la fecha, se han aislado varias poblaciones de células madre mesenquimales
(MSC) originadas a partir de tejido odontogénico y se han caracterizado por su
expresion de marcadores de superficie de células madre mesenquimales

(MSC) y su capacidad de diferenciacion multilinaje.s

2.1 CLASIFICACION Y LOCALIZACION

Las células madre de origen dental se encuentran principalmente en la pulpa
dental de los dientes deciduos o adultos, el tejido conectivo circundante y el
hueso alveolar, aunque otros sitios orales también contienen poblaciones de
células madre.sHasta ahora, se han aislado seis tipos diferentes de células

madre dentales (DSC).9

Se clasifican en dos grupos principales, células madre relacionadas con la
pulpa dental y células madre relacionadas con el periodonto. Las células
madre relacionadas con la pulpa dental son: células madre de la pulpa dental
(DPSC); células madre de dientes deciduos exfoliados humanos (SHED);

células madre de la papila apical (SCAP) . o

Los relacionados con el periodonto son: células madre del ligamento
periodontal (PDLSC), células madre de foliculos dentales (DFSC), células

madre mesenquimatosas gingivales (GMSC). o

Zeitlin menciona también el aislamiento de células madre de hueso alveolar

(ABSC) y células progenitoras de gérmenes dentales (TGPC).¢

10



DPSC

Avulsing
deciduous

ABSC tooth

Immature
adult tooth

SCAP PDLSC

Fig.4 Fuentes de tejido dental de células madre terapéuticamente relevantes. SHED células
madre de dientes deciduos exfoliados humanos; DPSC, células madre de pulpa dental; SCAP,
células madre de la papila apical; PDLSC, células madre del ligamento periodontal; ABSC,
células madre de hueso alveolar; TGPC, células madre de gérmenes dentales; DFSC, células

madre de foliculos dentales. ¢

Células madre de la pulpa dental (DPSC).

Las células madre de la pulpa dental (DPSC) fueron aisladas por primera vez

de la pulpa dental en el afio 2000.7 El primer informe sobre las células madre
de la pulpa dental (DPSC) revel6 que sus propiedades de células madre son
comparables a las de las células estromales de la médula 6sea (BMSC) in vitro
e in vivo. 10 Ademas los marcadores de células madre embrionarias como
TRA1-60, nanog, Oct-4 y TRA-1-80-1 se expresan en células madre de la
pulpa dental (DPSC).7

Las células madre de la pulpa dental (DPSC), son células adherentes, poseen
una morfologia de fibroblastos y tienen capacidad de diferenciaciéon en
multilinaje.7 Entre sus caracteristicas destacan el alto potencial de crecimiento,

la capacidad de diferenciarse en tejidos del ectodermo y del mesodermo, asi

11



como regenerar dentina y pulpa in vivo,11 pueden sufrir diferenciacién
odontogénica, miogénica, adipogénica, osteogénica y neurogénica,s

comparadas con las células de la médula ésea.11

Esta capacidad de diferenciacion en células similares a odontoblastos fue
revelada por el aislamiento de las células madre de la pulpa dental (DPSC)
mezcladas con un andamio de hidroxiapatita/fosfato tricalcico (HA/TCP) en
donde se pudo regenerar una estructura similar a la dentina/pulpa mediante

su trasplante en ratones inmunodeprimidos.1o

Se ha comprobado que maduran en diferentes grados, demostrando una
jerarquia progenitora; por lo tanto, algunas células son mas eficientes que
otras en la reparacion de tejidos.11 Aparte de la capacidad de diferenciacion,
tienen caracteristicas inmunomoduladoras, se ha informado que la
inmunogenicidad de las células madre de la pulpa dental (DPSC) es bastante

baja.7 Su criopreservacion es bastante segura.;

Estas células también secretan insulina por estimulos de glucosa. Pueden ser
un candidato prometedor para el tratamiento de la diabetes en el futuro.
Ademas, pueden secretar agentes antiapoptéticos y proangiogénicos. Esta
caracteristica de las células madre de la pulpa dental (DPSC) puede ser util

en la terapia del infarto de miocardio.;
Células madre de dientes deciduos exfoliados humanos (SHED).

La pulpa de los dientes deciduos exfoliados humanos es otra fuente de células
madre dentales.7 Las células madre de dientes deciduos exfoliados humanos
(SHED) son una fuente abundante de tejido para aplicaciones clinicas, se
encuentran en dientes temporales, presentan gran proliferacion celular y
mayor autorrenovacion 12, exhiben una tasa de proliferacion mucho mayor que
las células madre de la pulpa dental (DPSC), las células madre

mesenquimales adultas (MSC) y las células madre del ligamento periodontal

12



(PDLSC). La naturaleza unica de las células madre de dientes deciduos
exfoliados humanos (SHED) resulta de su caracter de DPSC inmadurosi2 es
por esa razon que también se denominan asi " DPSC inmaduros ".7 La
morfologia de estas células es como la de los fibroblastos que es similar a
células madre de la pulpa dental (DPSC) y células madre del foliculo dental
(DFPSC). La proliferacion de estas células es muy alta incluso que las células
madre de la médula ésea y pueden generar agrupaciones en forma de esfera.7
Se inform6 que las células madre de dientes deciduos exfoliados humanos
(SHED) se diferencian en condrocitos, miocitos, adipocitos, osteoblastos e
incluso células similares a neuronas 7, son incapaces de regenerar un
complejo dentino-pulpar por si solas como lo hacen las células de la pulpa
dental (DPSC).Cuentan con niveles altos de fosfatasa alcalina y osteocalcina,
pero no se diferencian directamente en osteoblastos, sino que son
osteoinductoras, también son importantes durante la erupcion. Por la
caracteristica angiogénica y adiposa son capaces de dar lugar a sangre

funcional y regenerar una pulpa vital.11,13

Cuadro 1. Potencial de diferenciacion de las células madre pulpares (DPSC Y
SHED).11

Potencial de Lineas de diferenciacion
diferenciacion

Angiogénico

Tejido desarrollado

VEGF Y VEGFR2* Angiogénesis y homeostasis

Pulpa dental

Osteogénico

Odontogénico

Adipogénico
Condrogénico

Osteoblastos,osteocalcina,
osteonectina,osteopontina,
fosfatasa alcalina

Osteogénesis,hueso alveolar,
hueso compacto
Cristales similares al esmalte

Odontoblastos,colageno,

fibroblastos,cementoblastos.

Odontogénesis

Predentina, dentina
similar(dentinogénesis)
Complejo dentino-pulpar
Tejidos periodontales
(ligamento periodontal ,
cemento dental y raiz dental).

Adipocitos

Condrocitos

13




Neurogénico

Miogénico

Células

neuronales(oligodendrocitos y
neuronas activas) factores

neurotrépicos

Miocitos

*VEGFR2 = receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular. Responde a

Cuadro 2. Odontologia regenerativa y estudios in vivo con células madre pulpares en animales 11

la sefializacion por VEGF

Autor Célula Andamio Animal Ectopico/ Resultado
ortotépico
2000 | DPSC | Hidroxiapa | Ratones Ectopico: Complejo dentino-
2002 tita/ fosfato | inmuno- superficie pulpar similar:
Gronth tricalcico comprome | dorsal odontoblastos,valvas
0s tidos subcutanea | sanguineas,fibras de
etal. colageno,osteblastos,t
2003 ejido pulpar similar,
Batouli fibroblastos
etal. similares,adipocitos,m
arcadores neuronales
y
autorrenovacion,VEG
F,dentina de
reparacion similar,
dentinogenesis.
2003 | SHED | Hidroxiapa | Ratones Ectépico: Mayor  proliferacion,
Miura tita/ inmuno- cerebro incremento  en la
et al. fosfato comprome duplicacion celular, se
tricalcico tidos diferencian en
odontoblastos.
No pueden regenerar
un complejo dentino
pulpar similar, pero
inducen a la formacion
Gsea(osteoinductor)
Expresan marcadores
de células neuronales
2005 | DPSC | Hidroxiapa | Ratones Ectopico: Marcadores asociados
Shi | SHED | tita/ inmuno- superficie a células
etal. | PPSC | fosfato comprome | dorsal mesenquimales,
tricalcico tidos subcutanea dentina, hueso,
musculo, tejido
nervioso y endotelio
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2008
Cordei
ro
etal

2010
Sakai
et al.

2010
Huang
et al.

2010
Yama
da
etal.

2011
Rosa
et al.

2012
Khors
and
etal.

Odontoblastos, matriz
dentinal,cemento,tejid

0 conectivo, tejido
similar al ligamento
periodontal
SHEDs | Andamio Ratones Ectopico: Tejido pulpar similar,
bio- inmuno- superficie valvas  sanguineas,
degradable | comprome | dorsal células endoteliales
de porcion | tidos subcutanea
dental
SHEDs | Andamio Ratones Ectopico: Tejido pulpar similar,
bio- inmuno- superficie valvas  sanguineas,
degradable | comprome | subcutdnea | células endoteliales,
de porcién | tidos odontoblastos
dental con Angiogénesis
tetraciclina (VEGFR2)
Dentina tubular nueva
DPSCs | Andamio Ratoén Ortotépico: Tejido conectivo y
de porcién | inmuno- fragmento adiposo en la zona del
radicular comprome | radicular con | canal radicular,
con MTA tido canal regeneracion de tejido
radicular pulpar similar,
vacio formacion de dentina y
odontoblastos
Marcadores
odontogénicos
DPSCs | Plasma Perros con | Ortotépico: Maduracién 6sea
SHEDs | rico en implantes | hueso Vascularizacion
plaquetas( | dentales alveolar de la
PRP) mandibula
Células
madre de
la medula
Osea
Hidroxiapa
tita
SHEDs | Hidrogel Ratoén Ortotépico: Tejido pulpar similar
inyectable | inmuno- canal Dentina nueva
(PuraMatri | comprome | radicular
X) tido dental
tetraciclina
DPSCs | Esponja de | Perros con | Ortot6pico: Regeneracion de
PSLSC | sustituto | periodontit | hueso cemento, hueso y
0seo (Bio- | is alveolar y | ligamento periodontal
Oss) tejidos

periodontale
s

15




2013 | SHEDs | Andamio Ratoén Ortotépico: Marcadores de
Rosa de porcién | inmuno- canal diferenciacion
et al. radicular comprome | radicular odontoblastica
con tido dental Tejido conectivo con
hidrogel Ectopico: valvas
inyectable superficie sanguineas(predentin
(PuraMatri dorsal a)
X) y con subcutdnea | Mayor densidad de
colageno vasos sanguineos
Dentina nueva a lo
largo del canal
radicular
2015 | DPSCs | Andamio Ratoén Ortotépico: VEGF-angiogénesis
Dissa de hidrogel | inmuno- canal Mayor organizacion de
na- inyectable | comprome | radicular valvas sanguineas
yaka (Pura tido dental Pulpa similar
etal. Matrix) Ectopico:sup | Predentina
Células erficie dorsal | Osteoblastos
madre del subcutanea
cordén
umbilical
2016 | DPSCs | Hidroxiapa | Porcino Ortotépico: Regeneracion del
Hu tita/ con hueso hueso alveolar
et al. Fosfato periodontit | alveolar Cemento similar
tricalcico is
2016 | SHEDs | Matriz Raton Ectopico:sup | Eritrocitos
Kim extracelula | inmuno- erficie Leucocitos
et al. r (Matrigel) | comprome | subcutanea | Valvas sanguineas
Células tido Mayor proliferacion de
madre del células endoteliales
condon Vascularizacion
umbical Angiogénesis
VEGF

Células madre del ligamento periodontal (PDLCS).

En 2004, en la poblacion de células madre mesenquimales (MSC) se identificd
por primera vez en células derivadas de tejido periodontal. Después de eso,
muchos investigadores también lograron aislar células madre del ligamento
periodontal (PDLSC) no solo de humanos sino también de animales, y las
caracterizaron en detalle.1s La digestion enzimatica se puede utilizar para
obtener las células del ligamento periodontal, asi como técnicas de cultivo. Se

demostré que las células obtenidas del ligamento periodontal presentan
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caracteristicas de células madre mesenquimales (MSC). Marcadores
especificos para MSC, CD73, CD44, CD29 y CD10 son expresado en células
madre del ligamento periodontal (PDLSC).7

Sorprendentemente, las células madre del ligamento periodontal (PDLSC)
humanas revelaron un mayor potencial de crecimiento que las células madre
mesenquimales (MSC) derivadas de la médula ésea humana (BMMSC) y las
células madre de la pulpa dental humana (DPSC). Su alto potencial de
autorrenovacion se asocia con la carga mecanica,; el tejido periodontal esta
continuamente expuesto a la fuerza mecanica causada por la masticacién u
oclusion y las células madre del ligamento periodontal (PDLSC) sometidos a

tension mecéanica estatica promovieron su tasa de proliferacion. 14

El tejido periodontal esta formado principalmente por células mesenquimales
derivadas de foliculos dentales, por lo que se ha informado que las células
madre del ligamento periodontal (PDLSC) poseen la capacidad de
diferenciarse en varios tipos de células de linaje mesenquimatoso podria
diferenciarse en células similares a osteoblastos que formaron nodulos
mineralizados positivos para rojo de alizarina y genes marcadores
relacionados con el hueso altamente expresados. También revelaron el
potencial de diferenciacién en células similares a adipocitos que contenian
gotitas de lipidos en su citoplasma y genes marcadores relacionados con la
grasa altamente expresados. Xu menciona que se logré generar células
similares a condrocitos a partir de células madre del ligamento periodontal
(PDLSC), asi como células similares a osteoblastos y adipocitos.is El
ligamento periodontal (PDL) se deriva del mesénquima dental derivado de la
cresta neural craneal y las células madre del ligamento periodontal (PDLSC)
se originan a partir de una poblaciéon migratoria de células derivadas de la
cresta neural . Dado que tanto las células madre del ligamento periodontal
(PDLSC) como las células neurales se derivan de la misma cresta neural

embrioldgica, es mas probable que las células madre del ligamento periodontal
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(PDLSC) se diferencien en células neurales que otros tipos de células

madre. 14,7

PDLSCs
e

/ 1 N\

[ Mesenchyme | I Ectoderm ]

* Fibroblasts * Neuron cells * Pancreatic cells
* Osteoblasts * Oligodentrocytes

* Cementoblasts * Astrocytes

* Chondrocytes * Schwann cells

* Adipocytes * Retinal ganglion

* Cardiac myocytes cells

Fig.5 Las PDLSC se diferencian en células de linaje mesenquimatoso, ectodermo y
endodermo in vitro, lo que sugiere su multipotencia.14

Células madre de la papila apical (SCAP).

Como su nombre lo indica, estas células madre se encuentran en la papila
apical del diente. Este tejido de la papila es basicamente la parte apical de la
papila dental anteriormente conocida, que era la contraparte mesenquimatosa
involucrada en el proceso interactivo mesenquimatoso epitelial gue condujo al
desarrollo de los dientes.1s Se ha demostrado que células madre de la papila
apical (SCAP) se diferencia cuando es estimulado por medios inductivos
respectivos a células similares a osteo / odontoblastos, adipocitos y

condroblastos .15 7

La papila apical y, en consecuencia,las células madre de la papila apical

(SCAP) se pueden aislar facilmente después de la extraccion del diente
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separando el tejido en las puntas de las raices en desarrollo con unas pinzas.
Luego, el tejido se diseca en trozos mas pequefios y se digiere con un coctel
de colagenasa y dispasa en un protocolo bien establecido para aislar

suspensiones de células individuales que luego se cultivan (ig.s).15.

Fig. 6 Aislamiento de células madre de la papila apical que muestra: (A) Radiografias
periapicales de las papilas apicales relacionadas con el apice de un premolar humano; (B — D)
Premolares extraidos con papilas apicales intactas. (E) La papila apical se separ6 suavemente
con unas pinzas; (F) Diseccidon con bisturi de tejido de papila apical en placa de cultivo celular
con medio de cultivo. (G, H) SCAP humano cultivado a después del cultivo primario a los 8y

21 dias, respectivamente.1s
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Células madre del foliculo dental (DFSC).

Las células ectomesenquimales crean el foliculo dental. El foliculo dental
contiene varios tipos de células precursoras de odontoblastos, cementoblastos
y células del ligamento periodontal. Las células progenitoras se obtienen del
foliculo dentario de terceros molares humanos. Presentan caracteristicas de
células madre mesenquimales (MSC) con antigenos de superficie y capacidad
de proliferacion. Las células madre del foliculo dental (DFSC) expresan
marcadores de células madre mesenquimales como CD90, CD59, CD29 y
CD13. Sin embargo, la expresion de marcadores de células madre
hematopoyéticas no se observa. Si reciben los estimulos adecuados, las
células madre del foliculo dental (DFSC) pueden sufrir una diferenciacion
osteogénica, adipogénica y condrogénica . Debido a que se derivan de tejido
en desarrollo, su plasticidad es mucho mejor que la de otras células madre
dentales.También tienen propiedades inmunosupresoras. Se informé que
pueden secretar TGF- 3 e IL-6. Se considera que las células madre del foliculo
dental (DFSC) son candidatos convenientes para el tratamiento de

enfermedades cronicas para tratamiento de la enfermedad inflamatoria.7

2.2 BANCO DE DIENTES

Durante la dltima década, un servicio que alguna vez fue exclusiva de las
clinicas hospitalarias, se esta volviendo cada vez mas popular en el consultorio
dental. La recoleccion de células madre para almacenamiento a largo plazo
para uso terapéutico es un servicio que ahora brindan los dentistas. Mas
exactamente, el dentista recolecta los dientes y los servicios de “banco de
dientes” aislan y conservan las células madre dentro de la pulpa para el

beneficio futuro del paciente.s
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Los servicios de banco de dientes se centran en células madre de dientes
deciduos exfoliados humanos (SHED) y células madre de la pulpa dental
(DPSC).s EI numero actual de bancos de células madre dentales con licencia
es muy bajo. Histéricamente, el primero se construyé en Japon en la

Universidad de Hiroshima en 2005.¢

' 7 Stem cell
N

Pulp cell isolation ) o = verification and
= - -‘, viability testing

Tooth extraction @

and evaluation Freezing and

cryopreservation

expansion

= >
= . * Thawing and
Therapeutic return — e

Fig.7 Representacion esquematica del proceso de banco de células madre dentales. Los
dientes perdidos por exfoliacién, avulsién o extraccidén se conservan en un medio de transporte
hasta la instalacion del banco de dientes. Se extrae la pulpa dental y se aislan las células
madre, se analizan varios parametros, incluida la viabilidad, y luego se congelan. Las células
madre congeladas se almacenan finalmente en nitrégeno liquido hasta que el donante las
requiera. En ese momento, se pueden descongelar y cultivar hasta un nimero de células
terapéuticamente apropiado antes de devolverlos al donante.s

Procedimiento.

Recoleccion: En general, cada diente vital, tanto temporal como permanente,
puede ser una fuente potencial de células madre relacionadas con la cavidad

bucal.e Muchos protocolos de recoleccién para bancos de células madre
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dentales son similares, pero existen algunas diferencias notables e
importantes tanto en los requisitos como en el procesamiento de las muestras.
La mayoria de los servicios recomiendan que un dentista extraiga el diente
temporal tan pronto como esté suelto.s Cuanto mas tiempo transcurre desde
la extraccion del diente, se observa la menor eficiencia de recuperacion de la
celda después de la descongelacidén.s Una vez que se ha extraido o exfoliado
un diente, el almacenamiento para el transporte tiene el mayor impacto en la

pulpa viva y, por lo tanto, en la supervivencia de las células madre.s

Transporte: . De los servicios de banco de dientes que describen el medio de
transporte, predominan las soluciones salinas equilibradas, como la solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) o la solucion salina tamponada con Hanks
(HBSS), con mencion de nutrientes no definidos.s Los tiempos que varian
desde la noche a la mafiana hasta las 48 h se presentan como tiempos
maximos de transporte desde la extraccion del diente hasta la recepcion por

parte del banco.s

Aislamiento y expansion de las células: Para aislar las células de la pulpa
dental, existen dos enfoques. Las células madre de la pulpa dental (SHED,
DPSC) se pueden aislar mediante un método de digestion enzimatica (DE) o
un método de crecimiento espontaneo (OG). Para realizar el primer método,
los fragmentos de tejido pulpar se digieren sumergiéndolos en una solucion de
enzimas colagenasa tipo | y dispasa, o enzima tripsina para obtener una
suspension unicelular. El segundo enfoque, por otro lado, se basa en un
sobrecrecimiento espontaneo de células madre.g es un protocolo mas simple
pero mas largo donde el tejido de la pulpa se macera y luego se coloca en un
recipiente de cultivo en una solucién salina balanceada con los nutrientes
apropiados para mantener el tallo. Las células emigran del tejido y establecen

colonias en la superficie del cultivo de plastico.s rig.s
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Criopresevacién: La criopreservacion es un proceso de mantenimiento de la

viabilidad de células y tejidos mediante su congelacién y almacenamiento a
temperaturas bajo cero, cuando no se producen reacciones bioquimicas. Las
células madre dentales (DSC) pueden estar sujetos a un dafio irreversible
durante el proceso de congelacion o descongelacion, conocido como dafio por
congelacién. Un mecanismo exacto es poco conocido, pero en general, los
cambios irreversibles en las células madre dentales (DSC) se explican por la
formacion extracelular e intracelular de cristales de hielo. Hay dos mecanismos
clave. El primero ocurre cuando las células madre dentales (DSC) se enfrian
lentamente y el cristal de hielo extracelular provoca una salida osmética de
agua de las células. Este mecanismo aumenta la concentracion de solutos
intracelulares, lo que puede provocar un dafio osmético debido a la toxicidad
del soluto. El otro ocurre cuando las células madre dentales (DSC) se enfrian
rapidamente. Por eso, no hay tiempo suficiente para que el agua salga de las
células y la formacion intracelular de los cristales de hielo provoca dafios
mecanicos y estructurales en las células. Otro estrés asociado al
congelamiento es la creacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), que

son posibles desencadenantes de la apoptosis .9

Para evitar eso, hay un agente crioprotector (CPA) incorporado en el medio de
congelacion para proteger las células madre dentales (DSC) durante el
proceso de congelacion y descongelacion. Los principales efectos de los
agentes crioprotectores (CPA) son optimizar la velocidad de enfriamiento y
bloquear la formacioén de cristales de hielo al unirse a los nucleos y ralentizar

el crecimiento de los cristales de hielo .9

Los crioprotectores (CPA) utilizados actualmente se dividen en dos grupos
principales. El primero son las sustancias de bajo peso molecular, por ejemplo,
glicerol, etilen (propilenglicol), dimetilsulfoxido (DMSO), que pueden penetrar
la membrana citoplasmica de una célula, prevenir la formacion de ndcleos de

cristales de hielo y ralentizar el crecimiento de los cristales de hielo dentro de
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las células. Por el contrario, el segundo grupo incluye sustancias con alto peso
molecular, por ejemplo, dextrano, almidén de hidroxietilo (HES),

polivinilpirrolidona y alcohol polivinilico.e

El medio de congelacion que contiene dimetilsulféxido (DMSO) como el
crioprotector (CPA) se ha utilizado ampliamente tanto in vitro como in vivo, por
su alta eficacia en la proteccién celular. ¢ la combinacién de dimetilsulfoxido
(DMSO) y almidon de hidroxietiio (HES) se ha documentado como una

alternativa eficaz en la criopreservacion de células madre .9
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Fig. 8 Resumen de los procesos de aislamiento de células madre de la pulpa dental. Las
células madre se recolectan rutinariamente del tejido pulpar, por crecimiento de tejido

(izquierda) o digestion enzimatica (derecha).s
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3. INGENIERIA TISULAR
3.1 DEFINICION

Langer y Vacanti, introdujeron por primera vez en 1993, el término "ingenieria
de tejidos" 16 . Los principales objetivos de este novedoso campo estan
encaminados a la regeneracion, reparacién o reemplazo bioartificial de tejidos
y 6rganos propios del cuerpo humano, que han sido dafiados por diversos
factores, tales como trauma, quemaduras, por enfermedades adquiridas como
el cancer o ciertas anormalidades congénitas. Aunque la investigacion en lo
gue hoy se denomina Ingenieria Tisular comenzé aproximadamente en 1987,
desde sus origenes, su desarrollo ha sido espectacular y la construccion de
tejidos para su uso en medicina empieza a configurarse, no solo como una
linea de investigacion fundamental y prioritaria en las universidades y

hospitales, sino también en compafiias privadas.i7
3.2 ELEMENTOS PARA LA INGENIERIA TISULAR
La Ingenieria Tisular se basa principalmente en tres componentes

fundamentales: 1) Células, 2) Andamios y 3) Biomoléculas , inductores o

factores de crecimiento.17,16,rig 9

Células madre

Andamios o
Scoffold

Inductores o
Biomoléculas

Fig. 9 Componentes principales que se usan en ingenieria tisular para
formar nuevo tejido de laboratorio .17
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Células: El cuerpo humano posee aproximadamente 100 trillones de células,
con aproximadamente 260 diferentes fenotipos que se asocian en el espacio
y en el tiempo para formar los tejidos y los 6rganos. Las células més préoximas
a una lesién pueden restaurar el dafio por el denominado mecanismo de
diferenciacién. Se entiende por este Ultimo, la posibilidad que tiene una célula
de diferenciarse, perder sus caracteristicas originales y con posterioridad
adquirir propiedades nuevas. Por otra parte, las células que participan en la
construccién de un nuevo tejido, deben tener capacidad reproductiva; esto es,
células en ciclo celular que no hayan entrado todavia en el proceso de
diferenciacién terminal. Se trata por lo tanto de células madre capaces de dar
origen a células hijas mas diferenciadas. Aunque no existe acuerdo universal
sobre lo que es exactamente una célula madre, suele aceptarse que son
aquellas células que poseen la capacidad de auto-renovarse sin limite, y que

son capaces de originar células hijas destinadas a la diferenciacion terminal.17

Los tipos de fuentes celulares influyen enormemente en la ingenieria tisular
(TE). Los recursos de células autélogas (células del paciente), alogénicas
(distintas de las células del paciente) o xenogénicas (derivadas de células
animales) son los tres tipos importantes considerados en la ingenieria tisular
(TE). De estos, las células xenogénicas se consideran las menos seguras, ya
gue ha habido informes de la presencia de retrovirus endégenos porcinos en
cerdos. Aunque seguras para la ingenieria tisular (TE), las células aut6logas
mostraron dificultad para recolectar lo suficiente en casos de pacientes de
edad avanzada o gravemente enfermos. Las células alogénicas son las mas
adecuadas para la ingenieria de tejidos debido a la poderosa secrecion de
factores de crecimiento, pero las células alimentadoras xenogénicas se utilizan

para la ingenieria.1s

Andamios: Se han optimizado muchas formas con respecto a la preparacion
del andamio, la consistencia del material, la vascularizacion, etc. Una matriz

extracelular 3D secretada por los tejidos residentes es como un andamio,
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ayuda en la sintesis de tejidos a través de varias sefiales moleculares en el
curso de la regeneracion con la composicion molecular requerida, actividades
fisiolégicas y resistencia mecanica Un andamio debe ser lo suficientemente
poroso para un suministro adecuado de nutrientes; Ademas, la formacién de

neovasculatura también necesita estos microporos.is

Factores de crecimiento: Una amplia gama de proteinas de factores de

crecimiento desempefia un papel vital en el crecimiento, la diferenciacion y la
proliferaciéon celular. Estos pueden ser autocrinos o paracrinos liberados de
forma endogena. En la actualidad, los factores de crecimiento méas utilizados
son las proteinas morfogénicas oOseas (BMP) , los factores basicos de
crecimiento de fibroblastos (bFGF, bFGF-2) , el factor de crecimiento epitelial
vascular (VEGF) y el factor de crecimiento transformante beta (TGF) que es
esencial para el suministro de oxigeno y nutrientes a las células en la

construccion.s

4. APLICACION CLINICA EN ODONTOLOGIA

La medicina regenerativa es una tecnologia biomédica con resultados
prometedoresis, €S un campo emergente de la ciencia que abarca los
principios de la biologia celular, la biologia del desarrollo y la ciencia de
biomateriales para generar nuevas estructuras necesarias y reemplazar la
pérdida o los tejidos dafiados, permite tener un enfoque alternativo a los
tratamientos actuales , que pueden ayudar a aliviar las carencias de las
opciones terapéuticas convencionales de la regeneracién de estructuras
dentales vitales y funcionales. El concepto se ha integrado en la investigacion
y las aplicaciones de la odontologia regenerativa, incluyendo periodoncia,
endodoncia y cirugia maxilofacial. Todos ellos tienen como objetivo gestionar
los tejidos orales dafiados y perdidos a través de la reconstruccién y
regeneracion del periodonto, el complejo dentino-pulpar y los tejidos oro-

faciales.1g
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Célula madre  Expansion Diferenciacion Transferencia

Fig.10 Bases del tratamiento con células madre en medicina regenerativa.2o

4.1 REGENERACION EN PERIODONCIA

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica de alta prevalencia
gue da como resultado la destruccion de los tejidos de soporte de los dientes.
La pérdida de hueso alveolar es una caracteristica comun asociada con la
periodontitis, que es inducida por una respuesta inmune innata y adaptativa
del hospedador a varias bacterias multiples asociadas a la biopelicula ; la
acumulacion bacteriana provoca la migracion y activacion de neutrofilos
polimorfonucleares y monocitos que secretan diversas citocinas como
interleucinas (IL), factor de necrosis tumoral (TNF- ) factor de diferenciacion
de osteoclastos y factor estimulante de colonias de macrofagos. En respuesta
a estas citocinas, las células precursoras hematopoyéticas se diferencian en
células precursoras de osteoclastos, que finalmente se fusionan en
osteoclastos multicelulares maduros relacionados con la resorcion Osea

alveolar.14

El objetivo del tratamiento periodontal es lograr la regeneracion total del
periodonto con la re-formacion de todos sus componentes, incluyendo

ligamento periodontal, tejido conectivo gingival, cemento y hueso alveolar,
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necesitando ademas una correcta conexion entre los tejidos nuevamente
regenerados incluyendo las fibras de sharpey, entre el ligamento periodontal y
las raices del diente y entre el hueso alveolar y el ligamento periodontal. 21

Actualmente los tratamientos periodontales en la practica clinica no logran
estos objetivos ya que solo evitan la progresion de la enfermedad, sin poder
reconstruir total y completamente los tejidos del periodonto dafiado. En un
intento de contrarestar la destruccion tisular se han utilizado injertos 6seos,

factores de crecimiento y membranas de barrera..

Una alternativa que nos brinda la ingenieria tisular es la posibilidad de
regenerar el periodonto y la funcionalidad de todos sus tejidos utilizando el
tratamiento celular con células madre de origen dental, administradas en los

andamios y proteinas morfo genéticas adecuadas.».

El concepto de trasplantar las células en los defectos periodontales fue

descrito por primera vez por van Dijk.23
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Fig.11 Esquema representativo de la ingenieria de tejidos en el tratamiento periodontal.,,
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Se ha llevado a cabo un importante cuerpo de investigacion para evaluar la
capacidad regenerativa de las células madre en una variedad de defectos

dentales en varios modelos animales y en humanos.io

En el cuadro 3 se presenta en resumen los estudios disponibles que se han
llevado a cabo sobre el potencial de las células madre para la regeneracion de
tejido periodontal en modelos animales.

Cuadro 3. Estudios de células madre en modelos animales para la regeneracion de defectos
periodontales. 24,19,25,26

Autor Célula Defecto Animal Andamio Resultado
Yamad | Alogenico de Defectos Perro Plasmarico en | Las SHED
a | SHED 0seos en hibrido plaquetas. generaron
et al. ambos hueso maduro
2004 lados de la bien formado

mandibula con
neurovasculari
zacion en
comparacioén
con los
controles.
Sonoy | PDLSCy SCAP | Cavidad Cerdos En forma de | Este estudio
ama dejada raiz implanto
et al después hidroxiapatita / | células madre
2006 extraccion B- tricélcico | de la papila
de la parte bloque de | apical en
inferior fosfato y | combinacién
incisivo espumade gel. | con células
madre del
ligamento

periodontal en
un intento de
generar una
raiz/complejo

periodontal

capaz de
soportar una
corona de

porcelana. En
conjunto esta
estrategia
condujo a la
formacion de
raices
biolégicas con
una fuerza de
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Liu

et al

2008

Ding

et al

2010

Park

et al

2011

Mrozik

et al

2013

compresion

significativam
ente mejor
que los
defectos que
no recibieron
células madre.

Autélogos  de | Defectos Cerdos Andamio Formacién de
PDLSC periodontal Hidroxiapatita/ | nuevo hueso,
es creados Fosfato cemento y
quirdrgica tricalcico ligamento
mente en (HA/TCP) periodontal.
mesial del Mejoria en los
ler molar parametros
clinicos en la
altura del
hueso alveolar
en el grupo de
células
+HA/TCP
Autologos de | Defectos Cerdos Andamio Resultados
capas de | periodontal Hidroxiapatita/ | clinicos y
PDLSC.Alogéni | es creados Fosfato histolégicos
cos de capas de | quirdrgica tricalcico significativos
PDLSC.Autolog | mente en (HA/TCP) en los grupos
0s mesial del de alogénicos
heterogéneos primer y autologos en
de PDLC molar capas de
PDLSC
.Ninguna
evidencia de
rechazo
inmunolégico
en el grupo
alogénico
PDLSC.
Autélogos Defectos Perros Sin andamio PDLSC
PDLSC,DFSC Y | circunferen | beagle tuvieron mejor
DPSC ciales potencial
apicales regenerativo.
creados La
quirdrgica regeneracion
mente periodontal no
se obtuvo en
el grupo
DPSC.
Alogénicos Defectos Ovejas Matriz de | Todos los
PDLSC de esponja de | pardmetros de
dehiscenci espuma de gel | regeneracion
as creadas fueron
quirdrgica mejorados en
mente ambos grupos

comparado
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con los
defectos  no
tratados.
Seo Xenogenicos Defectos Ratones Andamio Las PDLSC
et al. | (humanos) periodontal | inmunodepri | Hidroxiapatita/ | humanas se
2014 PDLSC es creados | midos Fosfato integran en el
quirdrgica tricalcico tejido
mente en la (HA/TCP) periodontal en
superficie 2 de 6
vestibular muestras.
de los
molares
inferiores
Iwasaki | Xenogenicos(hu | Defectos Ratones Membrana Se obtuvo
et al. | manos) PDLSC | de  furca | inmunodepri | amnidtica regeneracion.
2014 clase Il | midos La cantidad de
creados hueso nuevo
quirdrgica fue elevada en
mente el grupo
PDLSC+
membrana
amniotica
comparandolo
con el grupo
solo con la
membrana.

Pasando al estudio en humanos Carini presento un estudio en donde se utilizo
células madre de la medula 6sea (MCS) de la cresta iliaca del paciente (15ml)
colocado en un andamio de colageno (Gingistat), fue transportando al
laboratorio en donde se indujo a la diferenciacion en sentido osteogenico, se
procedid a la intervencidon quirdrgica del paciente en donde el defecto
periodontal se rellen6 del andamio con las células madre cultivadas. Como
resultados 6 meses después de la intervencion se registré una reduccion de
las furcaciones de ler grado y de las bolsas periodontales, indicando un
mejoramiento en ambos defectos en relacién al valor inicial en ninguno de los
dos sitios se observo recesion gingival cerca de los elementos afectados en la
instalacion de los bordes quirdrgicos. En la radiografia observé un relleno del

area cerca de los defectos periodontales preoperatorios.27 Fig.12
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Nakara y cols. logran regeneracion del tejido periodontal, utilizando células
madre del ligamento periodontal autologo y andamios de esponjas de
colageno, se implantaron en bolsas periodontales profundas de 3 pacientes y
se dio seguimiento a los 3,6,12,26,32,42 y 72 meses, se observo regeneracion

del tejido periodontal completo .22 .28, Fig.13

Fig.12 Evaluaciéon clinica del tratamiento en defectos periodontales mediante
células madre de la medula 6sea, tras 6 meses de seguimiento de observa

mejoramiento en ambos defectos.»7

Pre-Ope . Post-72M

, Post-1M

Post-72M

Fig.13 Evaluacion clinica y radiogréfica del tratamiento en defectos periodontales
se observa regeneracion del periodonto. g
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4.2 REGENERACION EN ENDODONCIA

La pulpa dental se compone principalmente de un tejido conectivo blando
vascularizado y ricamente inervado rodeado por tejidos dentales duros. La
terapia de rutina para una pulpa enferma es un tratamiento de conducto en el
gue la pulpa se extirpa por completo y se reemplaza por un material artificial
inerte.1s Los esfuerzos en la ingenieria del tejido de la pulpa dental estan
orientados a la generacién de una pulpa viable y saludable a lo largo de toda
la longitud del conducto radicular.>9 Quizas una de las primeras indicaciones
para la traslacion de la ingenieria de tejidos de la pulpa dental a la clinica sea
el tratamiento de los incisivos permanentes inmaduros traumatizados. El

trauma dental es comun en los niNos.3p

Gotlieb y col. llevaron a cabo una investigacion con microscopio electronico de
barrido ultraestructural (SEM) de construcciones pulpares de tejido disefiado
implantadas dentro de dientes extraidos, Se implantaron células madre de
dientes deciduos exfoliados humanos(SHED) en un andamio sintético de acido
polilactico para crear construcciones de tejido pulpar. Las construcciones
pulpares se implantaron en 105 dientes premolares humanos extraidos con un
solo conducto radicular que se habia limpiado y moldeado mediante
instrumentacién rotatoria corono-apical. Como resultados se revelaron
adherencia celular dentro de todas las construcciones pulpares, con poca
diferencia entre los tipos de armazén o con la adicion de factores de
crecimiento. Estos resultados respaldan la prueba de concepto de que es
posible implantar construcciones pulpares de tejido en los dientes después de

la limpieza y el modelado.s:

Brizuela y col. disefiaron un ensayo clinico aleatorizado controlado de fase |/
Il para evaluar la seguridad y eficacia de las células madre mesenquimales del
cordén umbilical humano encapsuladas en un biomaterial derivado de plasma

para procedimientos de endodoncia regenerativa (REP) en dientes
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permanentes maduros con lesiones apicales. El ensayo incluy6 a 36 pacientes
con incisivos, caninos o premolares mandibulares maduros que mostraban
necrosis pulpar y periodontitis apical. Los pacientes fueron tratados siguiendo
su protocolo asignado de endodoncia (ENDO) o endodoncia regenerativa
(REP). Se realizaron examenes de seguimiento clinico alos 6 y 12 meses, no
se informaron eventos adversos y los pacientes mostraron una eficacia clinica
del 100% en ambos grupos. Las pruebas de sensibilidad revelaron un
aumento de la respuesta pulpar positiva en el grupo (REP) a los 12 meses de
seguimiento. Estos resultados dan evidencia clinica de seguridad y eficacia del
uso endodéntico de células madre mesenquimales alogénicas. El enfoque,
basado en principios biolégicos que promueven la regeneracion de la dentina-
pulpa, presenta una alternativa prometedora para el tratamiento

endodontico.3»

Pulp not exposed after canes excavation Pulp exposed after caries excavation
Future direction rqadicnary irecti reparative
g dentine formation jou dentine formation
resident pulp exposure
odontoblast \ cdontoblast-like
activation coll differentiation
camerI s collagen
materia L 1\ sponge
& drug Wnt/-catenin &p?"gg Wnt/B-catenin
cares signafiing Al signalling

excavation

Future direction oA
Euture direction

self-assembling peptides

&

membrane formation

pulpectomy and unnecessary looth
disinfection extraction

Q.

autotransplantation DPSC's
isolation

hierarchically
mineralised
structure
mobilised
DPSC's

Fig.14 Representacion esquematica de diferentes enfoques para la reparacion / regeneracion
del complejo dentina-pulpa.zs
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4.3 REGENERACION EN CIRUGIA

Los defectos 6seos en la region craneo-maxilofacial varian desde defectos
pequefios como defectos periodontales hasta pérdida 6sea extensa debido a
traumatismos, defectos quirdrgicos o deformidades congénitas como labio
paladar hendido. Esto no solo limita la funcionalidad, sino que también tiene
un alto impacto social y psicoldgico en la vida de la persona. Por tanto, es
importante rehabilitar estos defectos y ofrecer al paciente una mejor calidad
de vida. Para abordar tales defectos, se han utilizado injertos de diversos
origenes en la practica clinica. Segun el donante y su composicion genética,
el injerto puede ser un xenoinjerto, aloinjerto, autoinjerto, isoinjerto o0 material
sintético. Estos pueden usarse solos o0 en combinacion para lograr el resultado
deseado. Injertos 6seos autdégenos obtenidos de cresta iliaca, calvaria, tibia,
costillas, etc.se consideran la modalidad de tratamiento estandar de oro. Sin
embargo, se presentan las desventajas de la morbilidad del sitio donante y la
disponibilidad limitada de tejido. Ademas, se requiere un procedimiento
quirdrgico adicional, realizado predominantemente bajo anestesia general,

gue inadvertidamente requiere la hospitalizacion del paciente. 1s

El uso de tecnologia de ingenieria de tejidos para abordar los defectos 6seos
maxilofaciales es una ventaja para el campo de la odontologia. Elimina las
posibles desventajas y complicaciones de la morbilidad del sitio donante, la
disponibilidad limitada de tejido y el desarrollo de una respuesta inmune que
conduce al rechazo del injerto, por nombrar algunos. Obtener estas células
madre de la cavidad oral es una buena fuente alternativa. Las células madre
orales son de origen mesenquimal y tienen propiedades comparables a las

células madre de la medula 6sea (BMMSC) tradicionales.1s

D ' Aquino evaluod la formacion de hueso con el uso de células madre de la
pulpa dental (DPSC) autdlogas, distal al segundo molar mandibular, después

de la extraccidon del tercer molar impactado. Las células de la pulpa dental
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(DPSC) se obtuvieron del tercer molar maxilar extraido que luego se
combinaron con un andamio de esponja de coldgeno. Esta combinacion se
uso luego para llenar el defecto 6seo distal al segundo molar mandibular en
un lado mientras que el otro lado se mantuvo como control, donde se colocé
Unicamente el andamio de colageno. Los sitios fueron evaluados clinica y
radiograficamente periddicamente. Se observdO una regeneracion 6sea
completa tres meses después de la operacidon con un aumento del nivel de
insercién clinica en el lado de la prueba en comparacién con el control, sin
complicaciones ni alteraciones en el nivel del hueso incluso después de un afio

después de la cirugia.zs

Las células madre de la pulpa dental (DPSC) se utilizaron con un andamio de
esponja de colageno para la formacion de hueso después de un procedimiento
de elevacion del seno de Graziano. A esto le siguio la colocacion de implantes
para la rehabilitacion protésica. Se observé una alta tasa de mineralizacion con

formacion de hueso laminar. 1s

Brunelli presenté un caso similar en el cual, cuatro meses después de la
cirugia, la densidad del hueso recién formado en el area de elevacion del seno

fue el doble que la del hueso nativo.1s

Monti utilizé células madre de la pulpa dental (DPSC) autbélogas de terceros
molares extraidos en combinacion con el andamio de colageno para la
cicatrizacion de los alveolos de extraccion en un sitio diferente, que fue
seguido por la colocacién del implante después de 45 a 70 dias post-
extraccion. La radiografia del lado de prueba mostré una radioopacidad mas
fuerte en comparacion con el control. Los resultados del examen histologico

también favorecieron las muestras del lado de prueba que sus contrapartes.is
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4.4 BIO-TOOTH

Los bancos de datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
demuestran que la caries dental todavia prevalece en la mayoria de los paises
del mundo (incidencia del 100% en algunas poblaciones); se estima que las
enfermedades periodontales graves que pueden provocar la pérdida de
dientes afectan el 5 - 20% de la mayoria de las poblaciones adultas, y la
incidencia de edentulismo completo se ha estimado entre el 7% y el 69% a
nivel internacional. Para tratar estos dientes perdidos, los enfoques actuales
se centran principalmente en los materiales artificiales o implantes no
biol6gicos que pueden reducir inevitablemente la calidad de vida debido a sus
funciones fisiologicas limitadas y, en ocasiones, provocar un rechazo
inmunoldgico. 34 El objetivo final de la regeneracion dental es reemplazar los
dientes perdidos. Se cree que un bio-tooth es un tipo de diente biolégico que
se puede reintegrar en la mandibula y realizar las funciones normales de un

diente natural, incluida la capacidad regenerativa en caso de lesion.zs
Se han propuesto dos posibles formas de obtener un bio-tooth: 35

1.Uso de células con capacidad para formar dientes y trasplante al hueso

de la mandibula.

Regeneracion _de dientes basada en células:El proceso de regeneracion

basado en células puede definirse simplemente como la obtencién de un
germen dentario utilizando las células epiteliales y mesenquimales (derivadas
de embriones o células iPS). Estas células pueden derivarse de fuentes

dentales o no dentales. 35

Uso de células epiteliales y mesenguimales derivadas de una fuente dental :

Oshima describi6 un protocolo para la reconstitucion tridimensional de
gérmenes dentales mediante bioingenieria utilizando células epiteliales y

mesenquimales derivadas de gérmenes dentales. El grupo de Oshima produjo
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ectépicamente un diente de bioingenieria que contenia ligamento periodontal
y hueso alveolar, e injertaron este diente en la mandibula a través de la
integracion Osea. Ese diente disefiado por bioingenieria podria realizar las
funciones fisiolégicas normales de los dientes, incluido el potencial

masticatorio y perceptivo, en el raton. ss

Uso de una de las células epiteliales 0 mesenguimales de fuentes no dentales:

Las células mesenquimales derivadas del estroma de la médula 6sea como
fuente no dental fueron utilizadas por primera vez para la formacién de dientes
por Ohazama en 2004 . Su estudio demostré que las células madre de la
medula 6sea (BMMSC) adultas con células del epitelio dental inductivo
embrionario podrian inducir la formacion de dientes en un cuerpo adulto.
Posteriormente, Angelova Volponi mostro que las células epiteliales humanas
adultas combinadas con células mesenquimales embrionarias de ratén
también podrian producir una estructura similar a un diente en la capsula renal
del raton. Los cortes histoldgicos confirmaron la presencia de una estructura
dental con dentina, espacios de esmalte y pulpa bien vascularizada que
contenia células parecidas a odontoblastos que expresan dentina. Afirmaron
gue estas células epiteliales obtenidas de la encia humana son una fuente
realista para ser utilizada en la generacién de bio-tooth humanos . Llegaron a
la conclusién de que el uso de fuentes no embrionarias para células epiteliales
0 mesenquimales es clinicamente factible y necesita mas investigacion para
proporcionar un namero suficiente de células para la formacion de dientes con

éxito. 35
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Fig.15 Se recogen fuentes adultas adecuadas de células epiteliales y mesenquimales de los
pacientes y se expanden in vitro. Se induce que las poblaciones de células epiteliales o
mesenquimales sean odontogénicas (capaces de iniciar la odontogénesis) y se recombinan
con la contraparte de la poblacion de células que responden. Se puede generar un primordio
de diente en etapa temprana a partir de la recombinacién de células epiteliales-
mesenquimales, que posteriormente se puede trasplantar directamente en la ubicacion del
diente faltante o cultivar in vivo para formar un diente completo.ss

2. Usar células para crear cada uno de los elementos del diente, como el
ligamento periodontal (PDL), la pulpa y cemento, y cultivar esas células

en un andamio dental bioimpreso o en el diente natural descelularizado.

Regeneracidon de dientes basada en andamios y células:El objetivo principal

del proceso es obtener diferentes compartimentos dentales (ligamento
periodontal y pulpa) de las células madre mesenquimales (CMM) derivadas de
células adultas o iPSC por separado, y juntarlas en el andamio bioimpreso

similar a un diente que imita la estructura del diente calcificado.ss
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Fig.16 Bio-raiz / diente usando células madre de la pulpa dental (DPSC) y células madre del
ligamento periodontal (PDLSC), y andamio de hidroxiapatita (HA) / fosfato tricalcico (TCP) en
forma de diente.ss

El andamio en forma de raiz de fosfato tricalcico de hidroxiapatita que contenia
células madre de la pulpa dental (DPSC) cubiertos por una lamina de células
madre del ligamento periodontal (PDLSC) exhibié caracteristicas dentales
normales después de 6 meses. Para crear estructuras similares a dientes, se
deben dilucidar numerosas preocupaciones antes de realizar estudios

clinicos.ss

e ;/Qué combinaciones de células son mejores para los enfoques
humanos?

e Heterogeneidad de las células entre el paciente,

e Interaccion reciproca adecuada entre las células,

e La previsibilidad de la forma del diente en crecimiento.

e Tumorigenicidad e inmunogenicidad de las células (ya que una de las

capas celulares es embrionaria y se obtiene a partir de iPSC).3s5

41



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante el trascurso de vida de una persona se pueden presentar diferentes
circunstancias que llevan a la perdida de dientes o de estructuras parciales de
los tejidos orales. Esto puede ser por diversos factores como la presencia de
caries, enfermedad periodontal, pérdida Osea, lesiones periapicales entre
otras, siendo la mayoria de alta prevalencia. Esta pérdida de dientes o de los
diferentes tejidos orales desencadenan problemas para el paciente afectando
su estética, fonética, masticacion y por lo tanto su calidad de vida.

En la actualidad la regeneracion de los diferentes tejidos orales, la creacion de
biomateriales y la actualizacion de las técnicas para la regeneracion tisular han
tomado relevancia tanto para la investigacion en ciencia basica como en la

practica odontoldgica clinica.

Gracias al avance de las técnicas moleculares se han permitido nuevos
enfoques en los tratamientos de regeneracion de los tejidos dentales. El uso
de las células madre ha sido de gran importancia y objeto de debate durante
los ultimos afios, ya que, con el aislamiento de estas células se ha generado
gran interés en su aplicacion en la practica Odontologica debido a las

propiedades y caracteristicas que presentan.
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JUSTIFICACION

Las fuentes tradicionales que se conocen para la obtencién de células madre
mesenquimales (medula 6sea, tejido adiposo, cordon umbilical) resultan muy
costosas y requieren manejo hospitalario lo que esto representa limitaciones
importantes para su obtencion. Gracias a el descubrimiento de nuevas fuentes
de obtencion de dichas células como las células madre de origen dental y
debido a su facil acceso a abierto las puertas a nuevas lineas de investigacion
para el campo de la odontologia regenerativa, con esto se espera que en el
futuro se puedan crear tejidos dentales que puedan reemplazar los tejidos

perdidos de los pacientes.

Las diversas terapéuticas empleadas en las diferentes areas de la odontologia
como periodoncia, endodoncia y cirugia pueden verse beneficiadas con las
técnicas basadas en células madre de origen dental ya que se podrian
recuperar las caracteristicas de origen de estos tejidos conservando sus

propiedades iniciales.

Estudiar su uso y aplicaciones ayudara tanto a alumnos de licenciatura,
cirujanos dentistas y especialistas a mostrar un panorama actualizado sobre
las nuevas alternativas de tratamiento que nos ayudarian a enfrentar de mejor
manera las diversas situaciones que se puedan presentar con nuestros

pacientes.
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OBJETIVOS

General

- Describir y analizar por medio de una revision actualizada de la literatura

las aplicaciones de las células madre en Odontologia.
Particulares

- Conocer los métodos de obtencion de las células madre usadas en
odontologia.

- Conocer las aplicaciones de las células madre en las diferentes
especialidades en odontologia.

- Conocer el manejo y preservacion de las células madre con uso

odontologico.
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MATERIAL Y METODOS

Para este presente trabajo se realiz6 una revision de la literatura en 3 libros de
texto y articulos de los buscadores especializados: PubMed, Scielo,

ScienceDirect e IntechOpen.
Parala busqueda de articulos se utilizaron las siguientes palabras clave: “Stem

Cells”, “Bio-tooth”, “Stem Cells advances”, “SHED”, “Dental Pulp Stem Cells”,

“Tissue Engineering”.

Se utiliz6 una computadora personal marca Acer Aspire 5, con un buscador
version 89.0.4389.114.
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RESULTADOS

Para esta revision bibliografica se revisaron un total de 45 articulos de los
cuales 9 fueron descartados y 36 citados.

De estos 3 libros y 5 articulos corresponden a textos sobre ciencias basicas, 9
articulos acerca de aplicaciones de células madre en periodoncia, 7 articulos
acerca de aplicaciones de células madre en endodoncia, 7 sobre aplicaciones

de células madre en cirugia y 5 articulos acerca de bioingenieria de tejidos.
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DISCUSION

Gran parte de la evidencia cientifica encontrada del uso de células madre tanto
en experimentacion con animales y en humanos fueron mayormente

enfocadas en el area de periodoncia.

Muchos de los autores encaminaron sus investigaciones en regeneracion de
defectos 6seos periodontales. Como Yamad que en 2004 realizé un estudio
en donde logro generar hueso maduro de un defecto 6seo mandibular en un
perro, otros autores como Liu, Ding, Park, Mrozik e Iwasaki los cuales también
enfocaron sus estudios en la regeneracion de defectos 6seos periodontales en
animales, lograron tener resultados satisfactorios, logrando regeneracion 6ésea

con éxito.

Una de las aportaciones mas significativas fue la del investigador Sonovama
el cual presento un estudio que consistid en una implantacion de células madre
de la papila apical combinadas con células madre del ligamento periodontal,
esta estrategia condujo a la formacion de raices bioldgicas capaces de
soportar una corona de porcelana. Ahora bien si pasamos a los trabajos
realizados en humanos para el tratamiento de defectos similares Carini
presento un estudio utilizando células madre de la medula 6sea en andamio
de colageno , por medio de intervencidn quirdrgica se expuso el defecto 6seo
periodontal y se rellené con el andamio de las células madre cultivadas , se
reportd una mejoria y reduccion de las bolsas periodontales,Nakara presento
un estudio similar en ese caso se utilizaron células madre del ligamento
periodontal que se colocaron en defectos 6seos de 3 pacientes , se hicieron

controles de evolucién observando regeneracion del periodonto.

Los defectos 6seos también se pueden presentar en la region craneo-maxilar
,los estudios consultados describen procedimientos como elevacion de seno

maxilar .Graziano y Brunelli presentaron casos similares de elevacion de seno
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maxilar con células madre de la pulpa dental y andamios de colageno,
presentaron como resultado alta tasa de mineralizacion y formacion de nuevo
hueso nativo , Graziano después del procedimiento logro realizar una

restauracion protésica con implantes.

En el ambito de la endodoncia se mostré una eficacia clinica del 100% en un
estudio presentado por Brizuela donde se utilizaron células madre
mesenquimales de corddén umbilical para regeneracién del complejo dentino-
pulpar presentando resultados positivos, comparandolo con el estudio
realizado por Gotlieb que utilizo células SHED, estas células se implantaron
en dientes extraidos después de la conformacion y limpieza radicular con el fin
de obtener construcciones pulpares dando como resultado adherencia celular
lo que respalda que es posible implantar construcciones pulpares y con esto

lograr la revascularizacion del diente.

Todo esto nos lleva a pensar en la posibilidad de la creacion de dientes
biologicos, partiendo de la construccion de los foliculos en laboratorios por
medio de la bioingenieria para que posteriormente se pudieran reintegrar en
el hueso y asi realizar funciones normales de un diente natural, simulando el
proceso de la odontogénesis, hoy en dia ya se describen los posibles

procedimientos para llevarlo a cabo.

Es importante hacer hincapié en que estas técnicas de aplicacion en la clinica
muchas de ellas aun se encuentran en proceso de desarrollo, asi como otras

ya estan dando resultados positivos y prometedores.
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CONCLUSIONES

En los ultimos afios la terapia con células madre se ha convertido en un tema
de investigacion cientifica muy prometedora en el campo de la medicina

regenerativa.

Los avances en las lineas de investigacion de las células madre de origen
dental describen la gran potencia que tienen en el ambito odontolégico,

ademas de ser de facil acceso y no presentar limitaciones éticas.

Los recientes hallazgos en la identificacion y diferenciacién de las células
madre dentales, junto con las estrategias que ofrece el campo de la ingenieria
tisular, sugieren que en el futuro la bioingenieria se acercara a la creacion de
tejidos dentales y se demostrara que se puede proveer un tratamiento seguro

gue justifique el costo-beneficio.

Con la creacion de los bancos de dientes las células madre por medio de la
criopreservacion mantienen su viabilidad y pueden permanecer ahi hasta la

utilizacion del paciente.

La Odontologia regenerativa con células madre ofrece una alternativa a las
terapias con biomateriales que se utilizan actualmente, se espera que los
tejidos derivados de las propias células de cada paciente puedan ser usados

para reemplazar funcionalmente los tejidos dentales en un futuro.
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