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INTRODUCCION

En la practica odontoldgica, uno de los mas grandes retos es la reposicion
de los tejidos que se han modificado por lesiones o patologias. Como
respuesta a ello, una ciencia que se ha desarrollado en los ultimos afios
es la “Ingenieria Tisular”, la cual propone nuevas terapias que implican
la regeneracibn o reemplazo de tejidos y 6rganos, a través de
constructos tridimensionales tisulares, que devuelven la forma y funcion,
a partir de las propias células del paciente, en conjunto con biomateriales

y biomoléculas.

La Ingenieria Tisular, es sin duda un nuevo campo en la Odontologia
y areas especializadas, por lo que conjunta ciencias basicas como
Biologia Celular, Fisiologia, Inmunologia, Bioquimica, Ciencia de los
Materiales y Biofisica, para ofrecer al paciente alternativas de

tratamiento enfocadas a la regeneracion de tejidos.

De acuerdo a lo anterior, partir de la década pasada se han reportado
trabajos encaminados a la reparacion del tejido pulpar, mediante el uso
de técnicas que permitan la regeneracion de tejido, en lugar de eliminarlos
en su totalidad. Al respecto, cabe sefialar que en cuanto a la regeneracion
del tejido pulpar se han realizado avances importantes que, en algunos

casos, ya se han llevado a la préactica clinica.

Con el inicio de la era de la Ingenieria Tisular la posibilidad de regenerar
tejido se ha tornado un procedimiento sustentable y ha dado la pauta

a la “Endodoncia biologica”.
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Aunque aun hay aspectos que deben desarrollarse e implementarse, la
Endodoncia Regenerativa es una terapia inminente; por lo que es
indispensable un mayor acercamiento a los avances en dicha area,
de modo que es necesario estar preparados para la aplicacion clinica de

esta terapia.

Objetivo

Dar a conocer mediante el presente trabajo los conceptos actuales de la
Ingenieria tisular aplicada en el area de Endodoncia, asi como también
hacer una resefia de los avances mas recientes y de la semblanza que se

espera a futuro.
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CAPITULO 1

1.1 ANTECEDENTES DE LA INGENIERIA TISULAR

La pérdida de tejidos y las fallas organicas constituyen uno de los
problemas mas devastadores, frecuentes y de alto costo para los sectores
sanitarios de cualquier nacion. Por tanto, a pesar del desarrollo creciente
de implantes y sustitos sintéticos de tejidos, no se han cumplido en su
totalidad las demandas de funcion y calidad esperadas en dichos
sustitutos, puesto que estos solo ofrecen una solucién temporal y en todo
caso, no llegan a satisfacer por completo la calidad de vida de los

pacientes.

Durante siglos el hombre ha tratado de comprender la capacidad del
cuerpo para reparar o reemplazar las células y tejidos del organismo. Sin
embargo, debemos considerar que aunque los avances mas significativos
de esta ciencia se han dado en las ultimas décadas, las raices del término

Ingenieria Tisular se mencionan en escritos tan antiguos como la biblia.

A partir del afio 1950, autores tales como Abraham Trembley, Charles
Bonnet, Peter Simon Pallas y René- Antoine contribuyeron a la
investigacibn de la regeneracion de salamandras y cangrejos, para
posteriormente determinar que existia una regeneracion de la piel, la
sangre, los musculos y los huesos en mamiferos, lo cual era posible

mediante “las células madre™?.

Durante los afios 60’s y 70’s, tuvo lugar la primera generacion de
biomateriales. En este periodo, la meta era obtener materiales que

tuvieran propiedades fisicas, se adaptaran lo mejor posible a las del tejido
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a reemplazar, y que reaccionaran minimamente con el tejido circundante,

es decir, materiales inertes.

A patrtir de los afios 80’s, surge una segunda generacion de biomateriales.
Esta vez, el objetivo era crear materiales que indujeran una reaccién
controlada por parte del tejido vivo, es decir, materiales bioactivos como
los vidrios bioactivos de silicio y la hidroxiapatita. Durante esta segunda
generacion, también tienen lugar los materiales bioabsorbibles, como los

polimeros biodegradables principalmente’.

Cabe sefalar, que inicialmente el término de Ingenieria Tisular hacia
referencia al uso de aparatos protésicos y a la manipulacién quirdrgica de

tejidos involucrados, en el afio de 1980 2.

Aunque posteriormente se empled el concepto actual de Ingenieria
Tisular, el cual se produjo en un articulo titulado “Functional Organ
Replacement; The new Tecnology of Tissue Engeneering”, en el ano de
1991, hasta que finalmente la Ingenieria Tisular nacié y se desarrolld
como disciplina cientifica en los laboratorios de investigacion de Boston y

Cambridge, Massachusetts®.

1.2 UNA VISION ACTUAL DE LA INGENIERIA TISULAR

La Ingenieria Tisular puede entenderse como un nuevo campo de la
medicina que se ocupa de la regeneracioén o reposicion de 6rganos y de
los tejidos a partir de la combinacion de células, biomateriales y factores

bioquimicos.

Actualmente, la ingenieria tisular combina el aporte de células,

indiferenciadas que se colocan sobre una matriz a la cual se puede anadir

10
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los factores que aceleren su proliferacion e indiferenciacion para ser
trasplantadas a la estructura dafiada y conseguir su regeneracion, o bien
también las células se pueden tratar en el laboratorio para que liberen
sustancias beneficiosas para la reparacion de los tejidos®.

Asimismo, se han utilizado diferentes estrategias combinando matrices
biocompatibles, factores de crecimiento, trasplantes celulares y terapias
de liberacion de genes, en donde el objetivo final es recapitular la

estructura y la funcién del tejido original®.

Cabe sefalar que para lograr el éxito terapéutico se deben cumplir con
parametros indispensables, como son, las lineas celulares, donde se
identifican y aislan las que son faciles de multiplicar y por consiguiente se

satisfaga la demanda existente®.

Otro pardmetro importante que debe considerarse son los materiales
empleados, puesto que estos son utilizados como vehiculos por las

células para un 6ptimo crecimiento.

Y por ultimo se debe tomar en cuenta la adecuada interaccion de células
y materiales empleados, asi como el lugar de administracion en el que
seran utilizados con el fin de favorecer las condiciones necesarias para la
viabilidad del implante.

Los criterios generales a considerarse son:

» La produccion de un numero suficiente de células y tejido para

conseguir la reparacion completa.

» Mantener y diferenciar las células hacia el fenotipo correcto.

11
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» Asegurar que tanto las células como los tejidos adoptan la

organizacion tridimensional necesaria.

Aunado a lo anterior, las células y los tejidos deben adaptarse e
integrarse a las demandas del tejido que se va a reparar, ademas de
conseguir una integracion completa y una vascularizacion adecuada con
el tejido local, asi como la valoracion del riesgo de un rechazo

inmunoldgico.

1.3 ELEMENTOS DE LA INGENIERIA TISULAR

Los tres aspectos fundamentales en la ingenieria tisular son las Células
Madre Mesenquimatosas, los andamios y la estabilidad mecéanica del
propio ambiente, junto con los factores de crecimiento o inductores
constituyen lo que se conoce como “el concepto de diamante™. A
continuacion se muestra la triada de los factores que constituyen a la

Ingenieria Tisular(Figura 1).

Células madre

Andamios o
Scoffold

Inductores o
Biomoléculas

Componentes principales que se usan en Ingenieria
Tisular para formar nuevo tejido en el laboratorio

Figura 1. Rosales R. Ibafiez. Ingenieria Tisular en Odontologia. Rev ADM. 2012. Pp 165

12
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1.3.1 Células Madre Mesenquimatosas (CMM)

El primer elemento de la ingenieria tisular son las células troncales o
Células Madre Mesenquimatosas. Son células multipotentes primitivas,
con morfologia fibroblastoide, originadas a partir de la capa germinal
mesodermal, con la capacidad de diferenciarse en diversos tipos de

células, incluyendo?:

» Osteocitos (células 6seas).

» Adipocitos (células grasas).

» Mioblastos (precursores de células musculosas).

» Cardiomiocitos (células del corazén).

» Neuronas y astrocitos (Células gliales).

Durante décadas, se ha estudiado la naturaleza de dichas células, la
biologia, las propiedades, clasificacién, fenotipos, mecanismos celulares y

moleculares, asi como sus probables aplicaciones terapéuticas.

Podemos clasificarlas segin su capacidad de proliferacion vy
diferenciacion en totipotenciales (células que tienen el potencial de dar
origen a un organismo completo incluyendo el tejido germinal),
pluripotenciales (células que pueden dar origen a células de las tres
capas germinativas: ectodermo, mesodermo Yy endodermo); vy
multipotenciales (son células comprometidas en una linea celular

especifica y dan origen a células de un érgano o tejido particular)?.

13
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A su vez, las células madre constituyen la wunidad natural de

generacion durante la embriogénesis Yy regeneracion en la vida

adulta®.

Segun su estado evolutivo, las CM pueden clasificarse en
embrionarias y adultas o postnatales, citAindose a continuacion las

diferencias y caracteristicas respectivas (Tabla 2).

14
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VENTAJAS

DESVENTAJAS

CM
EMBRIONARIAS

Poseen el potencial
de formar cualquier
célula del cuerpo,
inmortal y facilmente

obtenible.

La obtencidbn es mas compleja,
tienen el potencial inmunogénico
ser enfrentan

por alogénicas,

problemas éticos y legales vy

ademas producen un alto
porcentaje de tumores en los

animales de experimentacion.

CM ADULTAS

Su manipulacién es
mas simple, pueden
ser autbélogas, no
presentan limitantes

éticas ni legales, ni

tampoco se han
comprobado que
produzcan
neoplasias.

Es dificil obtenerlas en grandes
cantidades, poca duraciéon de los
cultivos experimentales y las CM
llevar

cosechadas pueden

consigo mutaciones.

Tabla 2. Imagen Extraida. Gamboa K. Metancourt. Uso de células madre en el complejo bucofacial. Rev Arch med Camaguey Vol 16n(5)2012. Pp 1640

Las células madre son un blanco prometedor como terapéutico biolégico

para un amplio rango de necesidades médicas no resueltas. Las razones

para esto son diversas, pues incluyen las siguientes caracteristicas:

» Fé&cil aislamiento y expansion en cultivo

» Multipotencia

15
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La capacidad de diferenciacion y especializacion de estas células
pluripotenciales da lugar a los diferentes tipos de tejidos conectivos
especializados (tejido adiposo, tejido cartilaginoso, tejido 6seo, asi como
los tejidos hematopoyético y muscular); las que no se especializan forman

los tejidos conectivos laxos®.

> Efectos paracrinos

Este elemento evidencia que las sefiales paracrinas de las CMM son el
mecanismo predominante responsable para el potenciamiento de la

reparacion de las heridas®.

> Propiedades inmunomoduladoras

Las células madre mesenquimales evitan el reconocimiento
de antigenos interfiriendo en la funcion de las células dendriticasy de
los linfocitos T. Tienen por tanto un efecto inmunosupresor local debido a

su capacidad de secretar citoquinas®.

» Conducta migratoria

EL uso de CMM para aplicaciones terapéuticas ha sido particularmente
aprobado por su capacidad de llegar a los sitios de inflamacion causados
por lesion, gracias a la localizacién en relacion a la gravedad y a la
geometria de la misma lesiobn. Este efecto recibe el nombre de

anidamiento®.

16
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1.3.2 ANDAMIOS O BIOMATERIALES

El término biomaterial designa a aquellos materiales utilizados en la
fabricacion de sistemas bioldégicos y que se aplican en diversas

ramas de la medicina®.

Una de las caracteristicas de los materiales es que deben ser
biocompatibles, o biolégicamente aceptables. De este modo, en la
evaluacion de un material resulta fundamental examinar su
biocompatibilidad y capacidad de reabsorcion; ya que permanecen en
contacto con los tejidos vivos, por lo que resulta imprescindible que
no se produzcan reacciones no deseadas en la interfase tejido-
material y que mantenga sus propiedades durante el tiempo que

tenga que desempefiar su funcién®.

Actualmente los estudios se enfocan a conocer las interacciones
especificas entre propiedades fisico-quimicas del material y la
observacibn de comportamientos celulares, como la adhesion,
activacion y liberacion de citoquinas. Existe en la actualidad una gran
cantidad de biomateriales diferentes, que segun su composicién se
pueden clasificar en biomateriales metalicos, biomateriales ceramicos o

biomateriales poliméricos naturales o sintéticos®.

Los biomateriales deben favorecer la funcion biolégica y mecéanica de
las células ya que actian como una matriz extracelular artificial. Como
resultado, los biomateriales pueden proporcionar a las células un
espacio en tres dimensiones para formar los tejidos nuevos con la

estructura y funcién apropiada®.

17
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1.3.3 FACTORES DE CRECIMIENTO PROLIFERATIVOS

Los factores de crecimiento son un grupo de moléculas de bajo peso
molecular. Son mediadores enddgenos de la respuesta celular, que ante
estimulos concretos favorecen el funcionamiento, el crecimiento y la

regeneracion de determinados tipo de células®.

Durante la expansion se pueden aplicar factores de crecimiento para
aumentar el tiempo y mejorar el rendimiento de las células®. Actian de
forma no enzimatica como sefales intercelulares que modulan la funcion
celular, regulando el crecimiento, la diferenciacion y el metabolismo

celular®.

Los factores de crecimiento actian a través de la via de transduccion de
sefiales, estas sefiales se transmiten a través de una escalera de
moléculas que son activadas-desactivadas en forma secuencial para
provocar una respuesta celular que nos llevara a la regulaciéon de su
crecimiento, su division, la apoptosis, respuesta a los estimulos del estrés
y a la reparacion tisular. Que se realice una u otra funcién va a depender

del factor de crecimiento involucrado y del estado fisiolégico de la célula®.
1.4 TECNICAS DE INGENIERIA TISULAR

En la actualidad, la ingenieria se puede llevar a cabo utilizando tres tipos

de estrategias diferentes®.

18
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1.4.1 INGENIERIA TISULAR POR TRANSFERENCIA CELULAR
(TERAPIA CELULAR)

En esta estrategia, las células son primero aisladas, mantenidas y
tratadas in vitro y posteriormente se inyectan en la circulacion sanguinea
o implantan en determinadas localizaciones del organismo para poder, de
ese modo, suplir la deficiencia estructural o funcional que este tipo de
células se hubiera podido producir®.

La transferencia de condrocitos autélogos para la reparacion y sustitucion
de cartilago articular o de las células madre hematopoyéticas del cordén
umbilical y de médula 6sea son algunos ejemplos de la utilizacion de este

tipo de estrategia®.

1.4.2 INGENIERIA TISULAR POR INDUCCION

La construcciéon de un nuevo tejido puede llevarse a cabo fomentando la
induccion del mismo en el seno de nuestro propio organismo. Para ello,
existen diversas posibilidades de actuacion. En primer lugar, la accion
mas elemental de todas consiste en la utilizacion de aquellas sefiales
moleculares, fundamentalmente, los factores de crecimiento, que son
capaces de estimular a las células madre pluripotentes o células madre
progenitores existentes en la regién en la que deseamos crear el nuevo
tejido, con el objeto de potenciar su proliferacion, su diferenciacion y su

distribucion en el espacio y en el tiempo®.

La incorporacion de las sefiales moleculares a la region puede realizarse
directamente o mediante la transferencia de células capaces de segregar

diversos factores. La matriz extracelular, como producto natural o como

19
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biomaterial elaborado de modo artificial, tiene también en ciertos casos, la

propiedad de inducir la formacién de nuevos tejidos®.

Finalmente, en algunos casos se utilizan biomateriales y sefales
moleculares para inducir la construccion de algunos tejidos. En estos
casos, el biomaterial actia como barrera creando espacio para facilitar el
posterior crecimiento expansivo del nuevo tejido. Este mecanismo de
ingenieria tisular es el utilizado en la denominada regeneracion tisular

guiada que se practica como tratamiento de enfermedad periodontal®.

1.4.3 INGENIERIA TISULAR POR ELABORACION DE CONSTRUCTOS

Un constructo es la estructura que resulta de la asociacion, en un
dispositivo denominado bioreactor. Con el fin de elaborar un constructo es
necesario aislar las células del organismo y situarlas, junto a los factores
de crecimiento, sobre o dentro del biomaterial mas adecuado en relacion
con el tejido u érgano que se desee construir. Para la elaboracion de
constructos se utilizan modelos con un solo tipo de células y un solo tipo
de biomaterial, como ocurre con algunos constructos de cartilago y
modelos con varios tipos de células y de biomaterial, en los que se utilizan

fibroblastos.

El disefio y la elaboracion de constructos por ingenieria tisular para uso

clinico deben intentar conseguir®:

» Obtener la naturaleza estructural y funcional de los tejidos

naturales.

» Los tamafos y las formas deseadas.
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» La posibilidad de continuar su desarrollo una vez implementado en

el cuerpo.
» La posibilidad de integrarse completamente en el huésped.
1.5 CELULAS MADRE MESENQUIMATOSAS IN VIVO

La generacion del crecimiento de las células en el laboratorio se conoce

como cultivo de células?.

Las células madre son aisladas transfiriendo la masa celular a una caja de
Petri o botella de cultivo de que contenga un caldo nutriente, conocido

como medio de cultivo®.

Posteriormente se colocan en una estufa de cultivo celular (a 37°C,
oxigeno y 5% de dioxido de carbono). Las células se dividen y se

extienden por la superficie del recipiente?.

Después, a lo largo de varios dias, las células proliferan y comienzan a
apretarse en el recipiente de cultivo.

Cuando esto ocurre, se retiran con cuidado y se transfieren a varias
botellas de cultivo frescos. El proceso de volver a colocar las células en
nuevas botellas de cultivo se repite muchas veces y durante muchos
meses, y este proceso se llama subcultivo. Cada ciclo de creacion de un

subcultivo de células es denominado pasaje®.

Las muestras de tejido humano pueden obtenerse en distintas fuentes. En
general, los tejidos mas utilizados para la generacion de cultivos celulares

primarios son los siguientes®.
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» Piel de espesor total
» Mucosa oral

» Vejiga urinaria

» Cornea

En la siguiente imagen se observa la obtencion de células madre

mesenquimatosas, de las zonas donantes mas habituales (Figura 3).

Cultivo ¢ &xpansier l Il

Cordén umbilical —— /‘
grasa aspiracion
~ aplicacidn
IR
centrifugacion
10000

Obtencion de MSC en clinica, zonas donantes mas habi-
tuales (médula dsea, tejido adiposo o corddn umbilical) v obten-
cidn directa en gquirdfano v de aplicacion inmediata por centrifu-
gacion o, mds tardia, por cultivo ¥ expansion.

Figura 3. Forriol F. Ingenieria tisular: aplicacion de las células troncales pluripotenciales en cirugia ortopédica y traumatolégica. Rev Trauma.
2008.

Para la toma de muestras, se debe utilizar una técnica estéril, aplicando

antisépticos a la zona donante previamente a la toma de muestra®.
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Habitualmente, se utiliza anestesia local, sin embargo en ocasiones

también es posible que se utilice anestesia general.

Una vez extraidos, se lavardn brevemente los tejidos en suero fisioldgico
estéril, introduciéndose lo antes posible en medio de transporte estéril,

donde se mantendran hasta el momento de su procedimiento®.

El medio de transporte esta constituido por medio de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM), suplementado con altas concentraciones de
antibioticos (500 U/ml de penicilina G y 500 mg/ml de estreptomicina) y
antimicoticos (1,25/ml de anfotericina B) para evitar una contaminacion de

la muestra®.

Transcurrido el periodo de transporte, todas las muestras se lavaran dos
veces en una solucion estérii de PBS con altas concentraciones de
penicilina estreptomicina y anfotericina B (500 U/ml, 500 mg/ ml y 1.25
mg/ml respectivamente) para eliminar todos los restos de sangre, fibrina,
grasa o materiales extrafios que pudieran encontrarse adheridos a las

muestras®.
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CAPITULO 2

2.1 GENERALIDADES DE ODONTOGENESIS

La modulacion de la induccion tisular mediante cierto tipo de sefales
contribuira a la regeneracion de tejidos orales. Por estas razones, es
fundamental un completo entendimiento de los mecanismos moleculares

del desarrollo de érganos como sucede durante la odontogénesis.

El proceso de desarrollo dental que conduce a la formacién de los
elementos dentarios en el seno de los huesos maxilares recibe la

denominacién de odontogénesis’.

Al final de la sexta semana de vida intrauterina, cuando el embrion mide
alrededor de 15 mm, el epitelio ectodérmico que recubre los maxilares
comienza a engrosarse en dos zonas diferentes que adoptan la forma de
herradura. Estos engrosamientos que se forman por proliferacion de las
células basales del epitelio pluriestratificado plano de la cavidad oral, se
introducen en el mesénquima subyacente y representan el primer inicio en

el desarrollo de la lamina dentaria y de la lamina vestibular’.

Por ruptura ulterior de las células epiteliales del estrato medio y superficial

que la integran, da origen al vestibulo oral’.

La lamina dentaria de cada maxilar, da origen en diferentes etapas del
desarrollo a los esbozos dentarios de la denticion temporal vy

permanente’.
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Los 6rganos dentarios se desarrollan a partir de dos esbozos que
interactian reciprocamente durante el transcurso de la odontogénesis.
Uno, a partir de la lamina dentaria: esbozo epitelial de origen ectodérmico
y otro a partir de tejido mesenquimatico derivado de las crestas neurales’.

El epitelio ectodérmico forma el érgano del esmalte y como su nombre lo
indica da origen al tejido externo que recubre la corona del diente. Del
tejido mesenquimético deriva la papila y el saco dental que da origen al
complejo pulpodentinario (dentina y pulpa) y a los elementos del
periodoncio de insercion respectivamente (cemento, ligamento periodontal

y hueso alveolar)’.

2.1.1 GERMEN DENTARIO

A medida que el epitelio prolifera e interacta con el mesénquima
subyacente, el 6rgano del esmalte va adoptando diferentes formas: yema,
casquete y campana; cada una de las cuales marca una actividad
importante en el desarrollo y determinacion de la forma definitiva del

futuro 6rgano dentario’.

2.1.1.1 ESTADIO DE YEMA O BOTON DENTARIO

Se caracteriza por la aparicibn de una notable actividad mitética de la
lamina dentaria que permite la formacién de 20 botones o yemas de los
dientes temporales, en el seno del mesénquima subyacente. Este también

muestra una celularidad aumentada vecina a la formacion de cada botén’.

En la siguiente figura se observa la lamina dental en donde su vez se

muestra el engrosamiento en las células de la zona superficial, una
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multiplicacion que intervienen en el engrosamiento de dicha lamina
(Figura 4).

Engrosamiento células zona superficial, multiplicacion células zona
basal, luego la lamina dental compieta su engrosamiento

ESQUEMA DE LA FORMACIOM DE LA YEMA O
BROTE DENTARIC

Figura 4. http://HISTOLOGIA Y EMBRIOLOGIA DENTAL/ODONTOLOGIA.COM

2.1.1.2 ESTADIO DE COPA O CASQUETE

Se caracteriza por una marcada proliferacion e invaginacion del epitelio
del érgano del esmalte, el cual presenta una depresion en su parte
profunda donde se aloja tejido mesenquimatico condensado para formar
la papila dental. El tejido mesenquimatico que queda rodeando
externamente el érgano del esmalte y la papila, también sufre una
condensacion gradual para constituir el saco dentario. El 6rgano del
esmalte, la papila dental y el saco dental constituyen el foliculo o germen

dentario. En esta etapa es posible distinguir en el érgano del esmalte el
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epitelio interno, un epitelio externo, reticulo estrellado y la cuerda del

esmalte como observamos a continuacién (Figura 5).

Epitelio Bucal

Seca duntario

Trabeculas

- 2= »: o=l
Sseas Membrana Basal

ESCUEMA DE ESTADIO DE CASQUETE IMICIAL

Figura 5. http://HISTOLOGIA Y EMBRIOLOGIA DENTAL/ODONTOLOGIA.COM

2.1.1.3 FASE DE CAMPANA TEMPRANA

Del epitelio interno del érgano del esmalte, formado por un solo estrato de

células, se diferencian los ameloblastos’.
Entre el epitelio interno del érgano del esmalte y el reticulo estrellado,

aparecen algunas capas de células planas con escasa sustancia

intercelular entre ellas, que recibe el nombre de estrato intermedio’.
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El epitelio externo del 6rgano del esmalte, esta formado por una capa de
células cubicas y su superficie lisa en un comienzo, va sufriendo poco a
poco irregularidades. Posteriormente, dicha proliferacién dara origen al
6rgano del esmalte de las piezas permanentes de reemplazo’.

En la papila dental, las células mesenquimaticas periféricas se
transforman en odontoblastos, bajo el efecto inductor del epitelio interno.
Entre la capa de ameloblastos y la capa de odontoblastos, existe una
delgada membrana basal, denominada membrana preformativa; la cual

corresponderé posteriormente al limite amelodentinario’.
2.1.1.4 FASE DE CAMPANA AVANZADA

En esta fase comienza la formaciéon de dentina y de esmalte: tejidos
mineralizados, cuya génesis, al igual que la del tejido 6seo involucra dos
procesos. Uno inicial, en que se secreta aposicionalmente la matriz
(predentina, preesmalte), y otro secundario en que se calcifica la matriz

recién formada’.
2.1.2 AMELOGENESIS

Poco tiempo después en que aparece la primera dentina a nivel de la
region incisiva o cuspidea, los ameloblastos opuestos a ella comienzan a
segregar la matriz de preesmalte, en sentido inverso a la formacion de

dentina, es decir, desde la profundidad a la superficie’.

La prolongacion que se diferencia enel polo secretor de cada
ameloblasto, se denomina procesode Tomes y esta intimamente
asociada con la formacién de la matriz organica de cada prisma. El limite

entre el cuerpo del ameloblasto y el proceso de Tomes esta demarcado

28



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE ﬁ;ﬁm
MEXICO ﬁ

INGENIERIA TISULAR EN ENDODONCIA
UNAM
1904

en la periferia por bandas de cierre o barras terminales. A medida que las
paredes de preesmalte aumenten su altura, las bandas de cierre se alejan
del limite amelodentinario y el proceso de Tomes crece en longitud,

hasta alcanzar su completo desarrollo’.

El preesmalte aumenta de espesor, a medida que la matriz se deposita de
forma aposicional y ritmica (estrias de Retzius), a consecuencia de ello,
los ameloblastos se van alejando del limite amelodentinario’.

(Figura 6).

Odontoblasto maduro |

Ameloblasios
ovenes

Lamina basal
Ameloblasica
Preodontoblasio

Espacio intemo
preameioblasico

@@"y mesenquimatosas
')

Lt i mab s e

Fiaura 6.GOMEZ de F. Histoloaia. Embrioloaia e Inaenieria Tisular Bucodental. 32 ed. México. Editorial Médica Panamericana.
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2.1.3 FORMACION DEL COMPLEJO DENTINO- PULPAR

La estructura del germen dentario de principal interés para la formacion
del complejo dentino- pulpar es el epitelio interno del 6rgano del esmalte,
el cual interactia reciprocamente con las células mesenquimatosas
indiferenciadas de la papila dentaria, caracterizando la insercion
epiteliomesenquima, de la cual resulta la dentina y la pulpa. En el epitelio
dentario interno, las células relacionadas con las futuras cuspides se

tornan columnas altas’.

Esa modificacion de las células del epitelio interno sirven de sefializacion,
a través de la membrana basal, de donde se libera el producto de
secrecion de las células epiteliales (TGB-B1, BMP2, IGF, entre otros) de
modo que las células mas periféricas de la papila dentaria se tornan
elongadas, se organizan y se apoyan en la membrana basal, tornandose
odontoblastos. Esta diferenciacion se relaciona con la biologia pulpar y
con los mecanismos de reparacion de este tejido conjuntivo altamente

especializado’.

Las células mesenquimatosas de la region mas superficial de la papila
dentaria adquieren competencia, siendo que, en la Ultima mitosis, la célula
madre se posiciona adyacente a la membrana basal. La célula hija
permanece en un area mas interna de la papila, donde en el futuro se
desarrollard la zona rica en células de la pulpa. Tanto la célula madre
como la hija pasan a denominarse preodontoblastos, pues ambas

asumieron competencia para diferenciarse en odontoblastos’.

Después de que las células epiteliales secretan los factores de
crecimiento de la familia TGPB, estas proteinas bioactivas acaban

permaneciendo junto a la membrana basal, cuyos componentes activan

30



e :
%@m UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE ﬁmm
~. : I\IEXIC‘O COONTOLOGA
1&3{%5??- INGEMIERIA TISULAR EN ENDODOMNCIA UE&M
A i |

estos TGPs para interactuar con receptores de la membrana de los

preodontoblastos’.

Al mismo tiempo que ocurre una sobrerregulacion de los TFGs, los
preodontoblastos pasan a sintetizar fibronectina y a expresar la proteina
de membrana 165KDa, la cual es especifica para interactuar con esta
fibronectina. Las homoproteinas MSXs parecen estar involucradas en la
reorganizacion del citoesqueleto de los preodontoblastos, los cuales estan
en proceso de diferenciacion para originar las células elongadas,

denominadas odontoblastos’.

Los odontoblastos funcionales pasan a exhibir uniones intercelulares.
Estos odontoblastos en la fase de aposicion de la matriz de la dentina se
desplazan de forma centripeta con relacién a la papila dentaria, dejando
detras de su cuerpo celular las prolongaciones citoplasmaticas, los cuales
permanecen en el interior de la matriz de la dentina, determinando la
caracteristica tubular de este tejido’. En las figuras 7 y 8 se muestra
imagenes del mecanismo de diferenciacion de las células

mesenquimatosas de la papila dentaria en odontoblastos.

Figura 7. ESQUEMAS DEL MECANISMO DE DIFERENCIACION DE LAS CELULAS MESENQUIMATOSAS DE
LA PAPILA DENTARIA EN ODONTOBLASTOS.

GOMEZ de F. Histologia, Embriologia e Ingenieria Tisular Bucodental. 3% ed. México. Editorial Médica Panamericana.
2009
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Figura 8. ESQUEMAS DEL MECANISMO DE DIFERENCIACION DE LAS CELULAS MESENQUIMATOSAS DE LA
PAPILA DENTARIA EN ODONTOBLASTOS.
GOMEZ de F. Histologia, Embriologia e Ingenieria Tisular Bucodental. 3% ed. México. Editorial Médica Panamericana. 2009

Los odontoblastos sintetizan la matriz organica de la dentina en dos

niveles’:

» Deposicion proximal, en la cual la secrecion de la matriz ocurre
adyacente al cuerpo celular, donde los componentes de la

predentina se posicionan.

» Adyacente a los fronts de mineralizacion.

El proceso de mineralizacion también es dependiente de los
odontoblastos, pues liberan vesiculas con fosfolipidos y fosfatasa
alcalina, de los cuales depende la formacion de los primeros cristales de
hidroxiapatita. La mineralizacion de la dentina es heterogénea, por
calcificacion globular, resultando en fronts de mineralizacion o
calcosferitos. Con el continuo crecimiento, los cristales de hidroxiapatita
suelen fundirse, formando una masa mineralizada alrededor de las

prolongaciones de los odontoblastos, dando un aspecto tubular a la
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dentina. La porcion de la papila que es envuelta por la dentina se

transforma en pulpa dentaria’.

A medida que la formacion dentinaria va ocurriendo, las células del
epitelio interno del 6rgano del esmalte mas cervicales van convirtiéendose
en preameloblastos, evento que sigue de incisal a cervical. Cuando la
formacién de la dentina se acerca a la regién cervical, las células del
epitelio interno y externo del érgano del esmalte proliferan del ala,
formando una doble capa de células, denominadas vaina epitelial de
Hertwig. A la expansion de la vaina sigue la formacion de la dentina
radicular, mientras las células del foliculo dentario mas cercanas a la capa
externa de la vaina se diferencian cementoblastos y comienzan a producir

matriz orgéanica del cemento’.

2.3 CELULAS MADRE ADULTAS. FORMACION Y ERUPCION DENTAL

En el transcurso del proceso de erupcion y formacion dental la
diferenciacion de células Madres osteoblasticas y osteoclasticas es
absolutamente necesaria para controlar la sincronia de las fases a lo largo
de la via de erupcién y su respectivo movimiento dental. Para crear la via
de erupcidon por resorcion alveolar 6sea activa es fundamental el

reclutamiento de osteoclastos®.

La diferenciacion y proliferacion de preosteoclastos pueden ser activadas
por el factor estimulante de colonias 1 (CSF-1), el ligando del factor

nuclear kappa (RANKL) y la osteoprotegerina (OPG)*.

La activacion de factores de transcripcion especificos por medio de
citoquinas y factores de crecimiento, estimulan la diferenciacion a

osteoclastos localizados en el periostio periférico al foliculo dental que
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permite inducir la osteogénesis durante la formacion del periodonto.
Asimismo, para la activacion del osteoclasto, debe actuar el ligando del
receptor activador del factor nuclear kappa B (RANKL) (localizado en
osteoblastos y células del estroma de la médula 6sea) acoplado al
receptor activador del factor nuclear kappa B (RANK) (localizado en

preosteoclastos)’.

Segun Shiotani y colaboradores, la molécula RANKL se localiza en tejidos
periodontales durante el movimiento experimental de molares en ratas.
Esa expresion de RANKL se detectd en osteoblastos, osteocitos y
fibroblastos, principalmente en el citoplasma, reticulo endoplasméatico
rugoso, y membrana plasmatica. EI RANKL, se expresé en los
osteoblastos del tejido periodontal, durante la erupcién dental’. Estos
hallazgos sugieren un posible papel de RANKL en la diferenciacion

osteogénica de las células madres.

Se ha demostrado in vitro que el comportamiento de las células madres
adultas estd modulado por factores solubles liberados por las células

6seas?,

Lo anterior indica que el medio de cultivo de osteocitos estimula la

proliferacién de las CMM y su diferenciacion a osteoblastos®.

La proliferacion y diferenciacion de osteoblastos y osteoclastos a partir de
células madres progenitoras mesenquimatosas y hematopoyéticas
respectivamente son importantes en el crecimiento y el desarrollo
postnatal controlado por factores solubles locales como; morfogenes,
factores de crecimiento, citocinas, neuropéptidos y hormonas. Los
factores de crecimiento estimulan la proliferacion y diferenciacion celular

mediante la activacién de receptores especificos en células blanco. La via
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de sefalizacion del factor de crecimiento transformante (TGF) ocupa una
posicion central dentro de las vias de sefializacion desencadenadas por
factores solubles que controlan el crecimiento, diferenciacion y destino en

las células?.

Warner y colaboradores en el 2003, demostraron que la familia del TGF
son reguladores criticos en el desarrollo orofacial de los mamiferos debido
a diferencias de expresion por gradientes espaciotemporales en sitios
tisulares especificos controlando la proliferacién celular y crecimiento del

tejido’.

2.4 MOLECULAS DE SENALIZACION IMPLICADAS EN LA
DIFERENCIACION Y REGENERACION DENTAL

Los morfogenes, son sefales secretadas a nivel extracelular, dirigiendo la
morfogénesis durante las interacciones epitelio- mesénquima. Las vias de
sefalizacion morfogenética incluyen cinco clases de genes altamente
conservados durante la evolucién: proteinas morfogenéticas Oseas
(BMP), factores de crecimiento fibroblastico (FGFs), proteinas internas
wingless (Wnts), proteinas Hedgehog (Hhs), y las moléculas de la familia

del factor de necrosis tumoral (TNF)™.

La familia de las BMP, relacionada con la formacién y erupcion dental,
estan formadas por seis diferentes clases (BMP2 a BMP7) que son co-
expresadas segun gradientes temporo-espaciales. Diez miembros de la
familia de las BMP's (BMP2, BMP4, BMP6, BMP7, BMP8), factor de
crecimiento de diferenciacion (GDF) 1, GDF5, GDF6, GDF7, GDF11 y
factor neurotréfico derivado de linea celular glial (GDNF); han sido
clonados de la pulpa de incisivos en ratas. La BMP4 sintetizadas por el

epitelio, inducen al mesénquima hacia un linaje odontogénico, mientras
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que la BMP2, BMP4 y BMP7 estimulan la expresion sostenida de
enamelina e influencian a las células epiteliales y mesenquimatosas a
inducir posteriormente la morfogénesis del epitelio. Asi mismo, la BMP2,
BMP4, BMP6, BMP7 y GDF11 se expresan durante la diferenciacion de
los odontoblastos; mientras que la BMP4 y BMP5 durante la

diferenciacién de los ameloblastos?.

En las células de la pulpa dental, se expresan receptores
transmembranales BMP tipo | y Il con actividad serina treonina kinasa,
qgue intervienen en los procesos de comunicacion e interaccion celular
epitelio - mesénquima; estos permiten que las sefiales de las BMP's sean
transducidas desde la membrana plasmatica hacia el nucleo por medio de
proteinas SMADS, receptor activador de Smads (R-SMADS), mediador
comun de Smads (Co- SMADS) e inhibidor de Smads (I- SMADS)™.

Las BMP's originalmente fueron aisladas de matrices de hueso
descalcificado; la utilizacion de BMP2 recombinante humana estimula la
diferenciacion in vitro de células pulpares indiferenciadas en
odontoblastos en cultivos en monocapa y organotipicos establecidos en

matrices tridimensionales?.

Aln no esta totalmente clara la regulacién y la transicion abrupta de
células madres de un estado quiescente a uno activado en términos de
proliferacién, migracion, diferenciacion y secrecion de la matriz, después
de un dafo en el tejido pulpar; el control de los mecanismos moleculares
de estos diferentes morfogenes es necesario para elucidar el buen uso

terapéutico en endodoncia regenerativa.
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2.5 CARACTERIZACION DE CELULAS MADRES EN EL COMPLEJO
PULPODENTINAL

Una posible fuente de CMM se encuentra en la pulpa dental, este es un
tejido conectivo de baja vascularidad rodeado por dentina, conformado
por una poblacion heterogénea de células como: odontoblastos,
fibroblastos, células estromales, células endoteliales y perivasculares, las
células nerviosas, entre otras; estas células mantienen la homedstasis de

los diferentes tejidos dentinales mineralizados™.

La mayoria de las células pulpares son postmitdticas; sin embargo,
algunas de estas células aun se dividen y forman capas de nuevas
células pulpares con habilidad de diferenciacion a odontoblastos vy
formacion de dentina. Estas células, junto con los vasos sanguineos se
encuentran en matrices extracelulares creando un microambiente ideal

para permitir procesos de reparacion’.

Diferentes estudios, han buscado definir el fenotipo de células madres
mesenquimales de pulpa dental el crecimiento in vitro en comparacion
con CMM de médula, y su plasticidad in vitro por lo menos en tres tipos de
células: osteoblastos, condroblastos y adipositos. Gronthos y col;
caracterizaron estas células por medio de marcadores especificos de
CMM vy observaron su capacidad de autoregeneracion, diferenciacion a
multiples linajes y su capacidad clonogénica; hallando DPSCs capaces de
formar dentina asociada con tejido pulpar in vivo. lohara y colaboradores,
por medio de la expresion de ARNm de Dentina sialofosfoproteina (Dspp)
y metaloproteinasas de la matriz 20 (MM20) confirmaron la diferenciacion
de DPSCs en odontoblastos al ser estimuladas por proteinas

morfogenéticas 6seas’.
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En el Instituto Unidad de Investigacion Basica Oral (U.l.B.O) de la
Universidad El Bosque, se esta realizando un proyecto de investigacion
con el propésito de determinar la presencia de células madres en
muestras de pulpa dental humana. La caracterizacion de estas células se
realizan identificando la expresion de los marcadores CD 117, FGFR3, CD
90, STRO-1, CD34, CD44 y CD45 mediante inmunohistoquimica y
citometria de flujo. Los resultados previos obtenidos demuestran la
presencia de células precursoras en la pulpa dental, probablemente de la

linea hematopoyética 0 mesenquimatosa.

Estos trabajos de investigacion son el pilar fundamental para desarrollar
nuevos tratamientos en el futuro basados en células madres. En efecto,
existen varios ensayos clinicos con terapia celular basados en células

madres que en este momento se efectdan en sujetos humanos.
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CAPITULO 3

3.1 ENDODONCIA REGENERATIVA

Desde hace décadas, la endodoncia ha procurado lograr la regeneracion
o la sustitucion de los tejidos dentarios. Pero la carencia de tecnologia y la
falta de potencial regenerativo de los tejidos dentarios enfermos,

traumatizados o perdidos han dificultado el logro de estos objetivos.

A finales de 1960 se utilizaron los injertos de hueso esponjoso iliaco para
regenerar pérdidas en la furcacion, dehiscencia y defectos periodontales
intra0seos. Asimismo, varios aflos mas tarde, la regeneracion del tejido en

el conducto radicular se observé después de una pulpectomia®.

Recientemente, algunos estudios demostraron el potencial que poseen
los dientes con pulpa mortificada de revascularizarse después que la
sangre, proveniente de una hemorragia de los tejidos periapicales y por

consiguiente de una sobreinstrumentacion rellene el conducto™.

Al respecto, los adelantos en el cultivo de células madre, realizados sobre
bases apropiadas, seguramente permitiran a los endodoncistas en el
futuro, realizar tratamiento para sustituir o regenerar el tejido pulpar

enfermo, traumatizado o perdido.

Como consecuencia de los adelantos en el tratamiento endoddncico, se
cre0 un campo nuevo: la Endodoncia Regenerativa. El éxito de los
tratamientos regeneradores dependera de la aceptacion de los
endodoncistas, la perspectiva de usar células madre y técnicas

de ingenieria celular para regenerar tejidos dentarios, por lo que
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la mayoria espera que estas terapias sean habituales en la proxima

década.

3.2 PROCEDIMIENTOS ENDODONTICOS REGENERADORES

Los procedimientos endoddnticos regeneradores son técnicas biologicas
creadas para sustituir tejidos dentarios lesionados, incluida la dentina y

las estructuras radiculares, asi como el complejo dentino- pulpar.

La manera mas simple de conseguir la regeneracion del tejido pulpar
seria la formacion de una pulpa nueva sobre el tejido infectado o
parcialmente mortificado. Sin duda, las alternativas de regenerar el tejido
pulpar en estas condiciones han fracasado y se reconoce que el
prondéstico de la proteccion de la pulpa infectada es malo, por ello no se
aconseja. Cuando hay infeccién la supervivencia de la vitalidad de las
células pulpares es baja y las pocas células madre de la pulpa que
sobreviven parecen ser incapaces de producir regeneracion. Como la
mayoria de las pruebas cientificas disponibles indican que la pulpa dental
mortificada o infectada no repara, en un futuro préximo sera
imprescindible desinfectar el sistema de conductos radiculares y eliminar
los tejidos duros y blandos infectados antes de emplear un tratamiento

endodéncico regenerador®.

Para alcanzar lo anterior, debe conseguirse primero la desinfeccion,
mediante la irrigacion y la colocacion de una medicacion intraconducto,
pasta de ciprofloxacina, metronidazol y minociclina los cuales
proporcionan accion bactericida contra patégenos endododncicos dentro

del conducto radicular. Después de la desinfeccion, los siguientes
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procedimientos endoddncicos regeneradores han sido contemplados por

su posible potencial de éxito:

a. Revascularizacion de la pulpa a partir de un codgulo sanguineo

dentro del conducto.

b. Uso de la ingenieria de tejidos para formar la pulpa dental.

c. Empleo de kit endoddntico regenerador.

Por otra parte, existen otras aplicaciones consideradas por sus resultados
regenerativos. Estos se muestran a continuacion en la siguiente figura
(Figura 9).

OPINION DE LOS ENDODONCISTAS SOBRE LAS MEJORES
APLICACIONES PARA LOS PROCESOS DE REGENERATIVOS

¥ Todos los pos de ratamisnio
endodoncico

H Desarrollo de la raiz con dientes con
rizogénesisincompleta
Reviltalizacion del tejido pulpar

W Reimplanta deun diente avulsionado

® Curacidon del hueso perirradicular

Figura 9.SOARES I. Endodoncia: Técnica y Fundamentos. Editorial Panamericana. Segunda Edicion. 2012.
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3.2.1 REVASCULARIZACION PULPAR A PARTIR DE UN COAGULO
SANGUINEO DENTRO DEL CONDUCTO

La revascularizacion de dientes con mortificacion pulpar después de la
desinfeccidon y el relleno del conducto con sangre proveniente de una
hemorragia intencional en los tejidos periapicales se ha demostrado en

diversas publicaciones®

Un aspecto importante destacable en estos casos es el empleo de
soluciones irrigadoras (hipoclorito de sodio y clorhexidina) y a
continuacion, la colocacion de una pasta triantibidtica (por ejemplo, una

pasta de ciprofloxacina, metronidazol y minociclina) por varias semanas®.

El concepto tedrico es que la sangre que ocupa el espacio del conducto
radicular genera una matriz (fibrina) que funcione como un soporte y el

tejido local, lo que crearia condiciones de regeneracion.

La Asociacion Americana de Endodoncia cred un banco de datos para
reunir informacion sobre la revascularizacion de la pulpa a partir de un
coagulo sanguineo. Los casos de revascularizacién sefialan un futuro
promisorio para este tratamiento, ya que es un procedimiento simple, facil
y de bajo costo. Pero aun es muy temprano para definir cuales son los
factores esenciales que contribuyen a su éxito. Es probable que los tres

factores fundamentales sean:

» La desinfeccién del conducto radicular, ya que es bien conocida la

afirmacion de que la pulpa mortificada infectada no repara.
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» La hemorragia a traves del foramen debe ser suficiente como para
posibilitar la formacion del coagulo sanguineo y dar soporte a la

revascularizacion y a la formacién de un nuevo tejido.

» La edad del paciente también es un factor importante, pese a no
estar establecido con claridad el efecto positivo guarda relacion con

la mayor capacidad de reparacion tisular en pacientes jévenes.

3.2.2 INGENIERIA TISULAR EN REGENERACION PULPAR

Hace 30 afos, se realizaron los primero estudios de ingenieria tisular
pulpar con la intencion de revitalizar e inducir la formacion de tejido duro
en conductos radiculares de primates, mediante un gel colageno de
fosfato de calcio, En una serie de estudios en primates, se intentd la
revascularizacién luego de la pulpectomia parcial y total. Los autores
extirparon la pulpa de dientes de primates, colocaron un material de
sustentacién en el conducto radicular y comprobaron el crecimiento de
tejido conjuntivo y la formacién de tejido duro sobre las paredes

dentinarias™®.

Actualmente, el mayor logro en Endodoncia Regenerativa aparece al usar
diversos tipos de células madre colocadas sobre andamios o estructuras
tridimensionales las cuales a su vez se utilizan internos al sistema de

conductos de los 6rganos dentarios™®.

Sin embargo, existe también un argumento al desarrollo de la Endodoncia
Regenerativa indica que aunque el remplazo de tejido pulpar tiene el
potencial de revitalizar al 6rgano dentario, esto puedo convertirse en

un inconveniente que contribuya a la susceptibilidad de la enfermedad

43



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE "H%ﬁ,%ﬁ.ﬂ

i fyes
I\IE}&I(?O \J:!U\II:IIHR.I\.
INGEMIERIA TISULAR EN ENDODOMNCIA UNAM
1904

pulpar, y eventualmente sea necesario realizar el tratamiento de

conductos™®.

La necesidad de un andamio, un suplemento vascular, factores de
crecimiento, mecanismo de sefal, migracion celular y diferenciacion
fueron conceptos que se suscitaron sucesivamente durante la formacion y
el proceso regenerativo hasta desarrollarse como se conocen en la
actualidad’®. En la siguiente imagen observamos los factores involucrados

en la Endodoncia Regenerativa (Figura 10):

CELULAS FACTORES DE

MADRE <) CRECIMIENTO

l ENDODONCIA l
REGENERATIVA

CULTIVO DE

ﬁ CELULAS, TEJIDOS
Y ORGANOS

MATERIALES
EN ,
INGENIERIA

Figura 10.CUADRO DE FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA ENDODONCIA
REGENERATIVA.
MURRAY P. Regenerative Endodontics: A Review of Current Status and Call for Action. Journal

3.2.2.1 CELULAS MADRE EN INGENIERIA TISULAR ENDODONTICA
La células madre mas prometedoras en la terapia de Endodoncia

Regenerativa son las posnatales autologas, debido a que estas presentan

menos desventajas®.
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Estas han sido encontradas en casi todos los tejidos del cuerpo,
incluyendo los tejidos dentales.

Cuatro tipos de células madre dentales han sido aisladas:

» Células Madre del tejido pulpar (DPSC’s)

» Células Madre de dientes exfoliados de humanos(SCHED)
» Células Madre de la papila apical (SCAP)

» Células Madre del Ligamento Periodontal ( PDLSC)

Los odontoblastos son células que no pueden proliferar para remplazarse
en lesiones irreversibles. La habilidad de los 6rganos dentales para
responder a las lesiones mediante una induccién de dentinogénesis
reparativa sugiere que una pequefia poblacion de un progenitor
competente de células madre pueden existir dentro del tejido pulpar, a su
vez la informacién de dicho mecanismo pudiera ayudar a detectar y
responder ante las lesiones dentales, y ser usada para el desarrollo de

Ingenieria Tisular y terapias de Endodoncia Regenerativa®.

Las lineas de células madre son cultivadas en medios que contengan
productos animales. EIl serumen fetal de bovino es un aditivo importante
para el crecimiento celular, sin embargo, el potencial alergénico y la
posibilidad de contaminacion de dicho medio podria ser una barrera para
el transplante y como consecuencia, a la introduccion de métodos de

terapias celulares dentro de aplicaciones clinicas™.

La regeneraciéon de tejido dental depende de la habilidad de células

madre para producir proteinas en matriz extracelular encontradas en el
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tejido pulpar. Sin embargo, no se sabe con claridad aun cual es el tipo de
fuente de células madre mas potente y con mejor solucion para la terapia

regenerativa’.

Estudios han demostrado que las variaciones genéticas ocurren dentro de
las diferentes fuentes de las mismas células y estas variaciones

determinan su linaje hacia un destino en especifico®.

Evidencia reciente sugiere que las células madre son localizadas en areas
con baja tensién de oxigeno®. A su vez, se ha demostrado que al cultivar
progenitores en condiciones de hipoxia incrementa el nimero de clones

multipotenciales en comparacion a cultivos en condiciones normales™®

Este fendmeno tal vez pueda describir clinicamente las situaciones en las
cuales el tejido pulpar es afectado por estimulos nocivos propios de una
exposicibn mecanica de la pulpa o de un trauma encaminadas a una

isquemia localizada®.

Posteriormente, el puente de dentina secundaria que se forma debajo del
sitio de la lesion es posiblemente el producto de la diferenciacién de
progenitores los cuales provienen del reservorio de células madre del

tejido pulpar®

AUn se requieren estudios posteriores para poder entender la reaccion de
DPSCs y su diferenciacion molecular después de un tratamiento de

hipoxia, el cual puede alterar mismo potencial®.
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3.2.2.2 IMPLANTACION DE ANDAMIOS EN ENDODONCIA
REGENERATIVA

Para crear una terapia mas préactica de Ingenieria de Tisular Endodoncica,
las células madre del tejido pulpar deben ser organizadas dentro de las
estructuras tridimensionales conocidas como Andamios las cuales apoyan
la organizacién y vascularizacion celular. Los Andamios contienen
factores de crecimiento, del tejido pulpar; nutrientes, que promueven la
supervivencia y crecimiento celular; y antibidticos que previenen el

crecimiento bacteriano en el sistema de canales®®.

En el sistema de conductos se plantea el uso de un Andamio Matriz, el
cual es en si, un polimero de hidrogel. Los hidrogeles son Andamios que
pueden ser llevados mediante una jeringa. Tienen el potencial de no ser
invasivos y de ser llevados facilmente al sistema de conductos. En teoria,

el hidrogel puede promover la regeneracion pulpar mediante la
proliferacion de un sustrato celular y diferenciacion dentro de una

estructura de tejido organizado™®.

Con el fin de desarrollar hidrogeles mas précticos, investigaciones buscan
tener una presentacion fotopolimerizable para formar estructuras rigidas

una vez que han sido implantadas en su sitio.

3.2.2.3 FACTORES DE CRECIMIENTO

Los factores de crecimiento, especialmente aquellos de la familia (TGFg),
son importantes en la sefializacion celular de diferenciacion y estimulacion
de matriz dentinaria. Estos factores de crecimiento son segregados por

odontoblastos y depositados dentro de la matriz dentinaria, donde
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permaneceran protegidos en activo para una interaccidn con otros

componentes de la matriz dentinaria®.

Otra importante familia de factores tisulares en el desarrollo vy
regeneracion del 6rgano dentario consiste en las proteinas morfogénicas
O0seas (BMP). Al recombinar con BMP2 se estimula la diferenciacion de la
células madre pulpares dentro de odontoblastoides morfolégicos en el

cultivo®.

Al recombinar BMP -2, -4, Y -7 se induce la formaciéon de dentina

reparativa in vivo®.

La recombinacion de insulina humana como factor de crecimiento -1 junto
con el colageno ha demostrado la induccibn completa del puente
dentinario y la formacion de dentina tubular. Esto indica el potencial de
calculo de los factores de crecimiento antes de la reconstruccion pulpar, o
de incorporarlos dentro de los materiales endododnticos restaurativos para
estimular la regeneracion pulpar y dentinaria. En instancias posteriores,
los factores de crecimiento en conjunto con las células madre posnatales

pudieran realizar el reemplazo del tejido pulpar lesionado®.

3.2.3 EMPLEO DEL KIT ENDODONTICO REGENERADOR

Es probable que en el futuro los endodoncistas puedan disponer de un kit
para terapia endododntica regeneradora de la pulpa compuesto por
instrumentos, medicamentos, soportes y factores de crecimiento que
permitira realizar el procedimiento en sus consultorios, sin la necesidad de

derivar al paciente a un especialista en células madre®.
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La colocacibn de un andamio o0 soporte que contenga factores de
crecimiento atrae las células del propio paciente (autdlogas) para
regenerarla pulpa dental, lo que evita la posibilidad de rechazo y la
transmision de patégenos. En ese sentido, se necesitara hacer estudios
clinicos en animales para evaluar el potencial de estas técnicas antes de
que se les pueda recomendar para su aplicacion generalizada en

pacientes®.

La ingenieria de tejidos desconfia de la conformacién del coagulo
sanguineo porgue la concentracion y la composicion de las células
localizadas en el coagulo de fibrina son imprevisibles. Es posible que las
variaciones de concentracion y la composicién celular especialmente la de
los pacientes adultos, pueden llevar a alteraciones en el resultado del
tratamiento®. En la siguiente tabla observamos tres procedimientos (Tabla
11).
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-Desinfectar el
conducto con pasta
triantibiotica.

-Ampliar el foramen
apical hasta alcanzar
el mm para permitir
gue la sangra invada
el contacto radicular

vacio.

-Desinfectar el
conducto radicular.
-Ampliar el foramen
apical hasta alcanzar
1 mm para permitir
que la sangre invada
el conducto radicular
vacio.

-La células madre de
la pulpa dental se
siembran sobre el

andamio de

sustentacion
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-Desinfectar el
conducto radicular.
-Ampliar el foramen
apical hasta alcanzar
1Imm para permitir
qgue la sangre rellene
el conducto radicular
vacio.

-Se injerta el andamio
de sustentacion, que
contiene factores de
crecimiento, en el

conducto radicular.

Desventajas -Fracaso en el caso | -Procedimiento -Aln no disponible en
de que persista la | complejo. el comercio.
infeccion. -Procedimiento -Ausencia de estudios
-Regeneracion lenta. | costoso. clinicos.

-Informes de casos | -Ausencia de
limitados estudios clinicos.

Ventajas -Buenas perspectivas | -Regeneracion rapida | -Potencialmente
de éxito en dientes | de la pulpa. confiable.
inmaduros. -Uso sencillo.

-Bajo costo.

Tabla 11. SOARES I. Endodoncia: Técnica y Fundamentos. Editorial Panamericana. Segunda Edicion.
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3.3 INFLAMACION- REGENERACION

Aunque se sabe mucho sobre ambos proceso de inflamacion y
regeneracion, se presenta un error en muchos estudios debido a la
tendencia de considerar estas entidades separadas en lugar de
considerarlas como procesos afines. Los procesos inflamatorios son
vistos como antagonistas de este mismo proceso lo que indica que la
regeneracion esta ocurriendo. La inflamacion resulta en una depresion del

tejido, donde finalmente se desarrollan acciones regenerativas™

Sin duda, una inflamacion incrementada puede impedir la regeneracion,
sin embargo, si la inflamacion responde en menor grado, esto puede
promover que los mecanismo regenerativos puedan incluir procesos

angiogénicos de las células madre'*

El factor limitante en ambos procesos es la localizacion de la lesion
pulpar. Los estudios deben a su vez enfocarse en el desarrollo de
materiales idéneos que seran capaces de dirigir el tejido pulpar hacia los
tubulos dentinarios y regenerar tejido original sin limitar espacios en el
sistema de conductos™
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CAPITULO 4

4.1 LA INGENIERIA TISULAR ENDODONCICA EN LA ACTUALIDAD

Actualmente se ha evaluado a fondo la capacidad de dos tipos de células
madre, con y sin el agregado de factores de crecimiento, para generar un
diente en la boca de ratones. Tras obtener la aprobacién del Institute
Animal Care And Use Commmitte (IACUC) de Nova Southeastern
University se recolectaron células del germen dental de ratones SCID cb7
de 4 dias de edad y se las sembré en soportes de polimero (BD

Biosciences Franklin Lakes, N)®.

También se sembraron sobre lo soportes de células madre de pulpa
dental humana, cultivadas en un medio de cultivo DMEM con suero de
fetos de ternero termoinactivado al 10 % y antibidticos durante 7 dias. En
algunos de los “sistemas dentales” se les anadieron los siguientes
factores de crecimiento: 100 mg/mL de factor derivado del estroma
1(SDF-1), proteinas morfogenéticas del hueso 7 (BMP-7) y B glicerol-
fosfato (3-GP) en una solucién neutralizada de 2 mg/mL de colageno de
1- de cola de rata (R&D, Minneapolis, MN)2.

Después de cultivar los sistemas dentales, se les implantd
quirargicamente en cavidades creadas en la boca de ratones SCID cb7 de
60 dias de edad durante 60 dias, conforme a los requisitos de
biocompatibilidad y eficacia ISO 7405 y 109993. La intervencion se llevo
acabo con anestesia general. A final del estudio de animales les fueron

sacrificados y se fotografiaron los dientes®.
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Se comprobdé que las células madre de la pulpa dental humana no
consiguieron regenerar dientes completos en los ratones, ni siquiera en
los sistemas con factores de crecimiento. Las células madre del germen
dental, en cambio, permitieron regenerar dientes completos funcionales

con y sin factores de crecimiento®.

Se llegd a la conclusion de que las células madre de gérmenes dentales
pueden regenerar dientes, pero su recoleccién a partir de nifios recién
nacidos es impracticable por motivos éticos. Lamentablemente, las
células madre obtenidas de dientes humanos no regeneraron dientes en
los ratones SCID ch7®,

El éxito de la regeneracion dental a partir de células madre en los seres
humanos dependera de la capacidad de los investigadores de
reprogramar las secuencias del nucleo celular para crear células madre
pluripotentes inducidas seguras, con propiedades similares a las células

madre del germen dental de ratones y seres humanos®.

A continuacién se muestra una imagen descriptiva de las diferentes
técnicas de Ingenieria tisular en Endodoncia utilizadas en la actualidad,

asi como sus ventajas y desventajas respectivamente (Tabla 12).
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Tabla 12. MURRAY P. Regenerative Endodontics: A Review of Current Status and Call for Action. Journal of
Endodontics. 2008. Pp 377- 390.
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Dentro de los factores principales que se mantienen en exhaustiva
investigacion, se encuentran los materiales utilizados como andamios,
teniéndose como objetivo principal, encontrar el material que presente la
mayor cantidad de ventajas y sirva como coadyuvante en la regeneracion

tisular.

En una investigacion reciente se tuvo como propésito de estudio la
comparacion de tres diferentes tipos de andamios, asi como su capacidad
de inducir la proliferacién de tejido pulpar humano®’. Para ellos, se
utilizaron dientes humanos de la denticion permanente, los cuales fueron
extraidos y obtenidos de forma inmediata. A su vez se usaron tres tipos

de andamios®’:
A) Acido polilactico
B) Colageno bovino

C) Bioceramico de Fosfato de Calcio

A continuacién se muestran los andamios en una vista histologica

respectivamente (Figura 13).

| Figura 13.CHANDRAHASA S. Proliferation of Mature Ex Vivo Human Dental Pulp Using TissueEngineering Scaffolds. 2012. Pp 1236- 1239.
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Los andamios se colocaron de forma directa en la pulpa dental, y se
mantuvieron en observacion los dias 7, 14, 21 y 30, posteriores a la
colocacion. Se utilizé rojo-neutro como tinte en el cultivo para mantener

las células metabdlicamente activas'’.

Posteriormente, se contaron las células proliferativas por unidad,
préximas al andamio implantado de acuerdo al criterio de ISO *’.

Como resultado, en la proliferacion de células pulpares se observo un
fenotipo fibroblastico. Sin embargo, no se observaron fenotipos
odonblasticos. El rango de proliferacion vital en las células pulpares fue
de 1.305 células por dia en el andamio biocerdmico de fosfato de calcio,
comparado con 7.195 (el rango se elevd en un 551%) en el andamio de
colageno bovino y 13.885 (el rango se elevd en un 1.064%) en el andamio

de &cido polilactico®’.

Por tanto, se llego a la conclusién de que el rango de proliferacion vital de
células pulpares depende de la composicién quimica de cada andamio
utilizado, en cuyo caso, el acido polilactico mostrd6 los mejores

resultados®’ (Figura 14).

(F<0%5)

500
E 7 dias
400 0 4 dizs
21 dizs
W i
300 P<0%)
Mimen de Células
por unidad de Area
200
100 {IP k5)
[P= 05)
. = B
Fosfsio de Calcio Colageno Bovine Acido PollacSico

Figura 14.CHANDRAHASA S. Proliferation of Mature Ex Vivo Human Dental Pulp Using TissueEngineering Scaffolds. 2012. Pp 1236- 1239.

56



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE *%m

g nh FACULTALH
I\IE}&I(?O & su\u LG
INGEMIERIA TISULAR EN ENDODOMNCIA UNAM

Aunado a los factores que constituyen la triada de la Ingenieria Tisular,
investigaciones recientes se han interesado también por el estudio de
componentes que propicien un mejor medio proliferativo de células

madre.

Al respecto, se realizd un estudio comparativo en el que se utilizaron 16
dientes premolares superiores de 4 perros Beagle respectivamente, los
cuales habian recibido tratamiento de pulpectomia con una apertura
apical a #80%°.

Se desarrollaron 4 grupos comparativos diferentes:

» Uso de un coagulo sanguineo como factor regenerativo

» Células madre del tejido pulpar
» Plasma rico en plaquetas

» Una combinacion de plasma rico en plaquetas y células madre del

tejido pulpar

Doce semanas posteriores a los trasplantes de cada grupo se observaron
los resultados histoldgicos y radiograficos. En la Figura 15 se observan

las caracteristicas encontradas en la examinacion?

A su vez, se observo que 24 de 32 conductos experimentales utilizados
en la investigacion obtuvieron una ganancia de nuevo tejido. Todos los
conductos con una induccion de coagulo sanguineo mostraron una

formacion de tejido vital debida a las células madre autdlogas que fueron
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generadas durante el procedimiento . Sin embargo no se observo una
diferencia notable entre dicho grupo y en los que se realizd una

implantacion de células madre y plasma rico en plaquetas®.

\,

A) Radiografia Preop ia. B) Doce posteriores al procedimk onico, se detectd una zona radiollicida periapical en el segundo premolar superior. C)En la examinacion

hisioldgica se mostrd una infitracion celular infamatonia y perdida osea alrededor del apice.

Figura 15. XIAOFEI Z. Transplantation of Dental Pulp Stem Cells and Platelet- rich Plasma for Pulp Regeneration. Journal of Endodontics. 2012. Pp.
1604- 1609.

Como conclusion de esta investigacion es preciso mencionar la
importancia de los factores coadyuvantes que permitan el desarrollo
optimo de la proliferacion celular; aunque el plasma rico en plaquetas
mostro tener diversos factores de crecimiento y al mismo tiempo funcionar
como andamio no proporciona el medio ideal para mejorar las condiciones

ya mencionadas?.

Por ultimo, cabe mencionar que dentro de las diversas ventajas que
pudiera ofrecer la terapia regenerativa de la Ingenieria Tisular
Endodoncica se han desarrollado investigaciones relacionadas a la
regeneracion en perforacion ya sea de furca o en perforacion de

conductos.

Una de esas investigaciones se dio a la tarea de utilizar la triada o
“concepto diamante” que constituyen en conjunto a la Ingenieria Tisular y
se llevaron a perforaciones simuladas en ratones los siguientes

elementos?®,
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» Colageno (andamio)

> Proteina- 1 de la matriz de la dentina (factor de crecimiento)

Después de seis semanas, las perforaciones fueron evaluadas mediante
un microscopio de luz. Una organizacion de nuevo tejido pulpar se
observo en cada &rea en donde se habian colocado los materiales antes

mencionados'® (Figura 16).

A) Colageno, Celulas Madre y Proeina -1 dela
mairiz de Ia dendna. Tincidn fricrémica de Masson.
(10x10). B) Magniicacion mayor de A (10x40)

€) Hematoxilina y eosing; se observan vasos
sanguineos presentes (10x40)

Figura 16. PRESCOTT. In vivo Generation of Dental Pulp- like Tissue by Using Dental Pulp Stem Cells, a Collagen Scaffold, and Dentin Matrix
Protein 1 and Subcutaneous Transplantation in Mice. Journal of Endodontic.2009. Pp 421- 426.

Por tanto, se concluy6 en dicha investigacion que el uso de los factores
correspondientes favorecid a la induccion de una matriz organizada
similar al tejido pulpar, la cual condujo posteriormente a la formacion de
tejido duro™®.
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4.2 RETOS FUTUROS

Los avances Endododncicos, llevados a cabo en Ingenieria Tisular y los
logros obtenidos, hacen pensar que con el tiempo, todo aquello que se
pretendia podra ser posible. No obstante, hoy en dia, son muchos los
aspectos que quedan por mejorar. Por un lado resulta fundamental elevar
la calidad y biocompatibilidad de los materiales y las propiedades de las
células, de modo que los sistemas terapéuticos desarrollados sean mas

duraderos.

Asi mismo, es necesario mejorar las condiciones de cultivo de las lineas
celulares y su produccion a media escala, con el objeto de que esta
tecnologia llegue a un mayor numero de pacientes. Es también una
prioridad investigar en el campo de las células madre, llevando a cabo
mas estudios experimentales que refuercen el conocimiento de los
investigadores especialmente en el area de la diferenciacion celular. Y por
altimo, es necesario desarrollar una produccion a escala que asegure

unas condiciones de bioseguridad y esterilidad adecuada.
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DISCUSION

La ingenieria tisular es el reto mas grande de un programa regenerativo.
Aunque, sin duda una de las dificultades presentes en la Ingenieria
Tisular Endodoncica se debe a que el tejido pulpar posee dimensiones
menores en relacion a otros tejidos del cuerpo humano. Por lo tanto, la
idea de una regeneracién de tejido pulpar en un diente se ha convertido
en un proyecto de consideracibn entre otras investigaciones
odontoldgicas. La regeneracion de tejido en el sistema dentino - pulpar

debe contener las siguientes cualidades:

» Propiciar una revascularizacion.

» Poseer una densidad celular similar y una arquitectura de las

Células Madre.
» Dar origen a una nueva linea de odontoblastos.

» Producir nuevas matrices de dentina mineralizadas e inervadas.

El desarrollo de la Ingenieria Tisular en Endodoncia es un aspecto
interesante en su totalidad, con un largo numero de estudios
desarrollados durante muchos afios atrds. Aunque, aun no ha sido capaz

de permitir procedimientos clinicos rutinarios en animales o humanos.

La manufactura debe ser capaz de producir materiales, sintéticos y
bioldgicos, que sean fiables y seguros. Al expandir una poblacion celular
se debe considerar la posibilidad de una inestabilidad genética, por lo que
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un mejor entendimiento del complejo dentino- pulpar, es posible dirigirse a

una exitosa era de desarrollo en el aprovechamiento de ingenieria celular.

A la vez, que han aparecido otros retos como resultado de un largo
namero de estudios que involucran células madre, factores de
crecimiento, y progresivamente una reparacion y regeneracion tisular. Un
aspecto interesante de dichos retos es la necesidad de producir una
revascularizacién, la cual no ha sido estudiada por completo y ha dado

lugar a diversas dudas.

Sin embargo, los componentes citados anteriormente involucrados en la
Ingenieria Tisular Endoddncica junto con una adecuada vascularizacion
pueden convertirse en un éptimo conjunto que produzca una reparacion y

regeneracion del complejo dentino - pulpar.

Los Endodoncistas tienen en la actualidad un rango mayor a 90 % de
éxito, pero, existe un mayor rango de pacientes con implantes-
restaurativos coronales que procedimientos con tratamiento de conductos.
Por lo tanto, de acuerdo a lo anterior existe una necesidad de las
especialidades clinicas en odontologia para llegar a un acuerdo en una
féormula de estandares definitivos que permitan a los endodoncitas
exitosos tratamientos y retratamientos en sistemas de conductos, a los
prostodoncistas el desarrollo de materiales que involucren restauraciones
pertinentes, y a los periodoncistas la habilidad de colocar implantes

cuando estos sean necesarios.

El desarrollo de la Ingenieria Tisular en Endodoncia puede propiciar en
instancias futuras que procedimientos como las extracciones y la

colocacion desmedida de implantes no sean necesarios, ya que con el
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tiempo, la Ingenieria Tisular en Endodoncia

convertirse en un procedimiento de gran éxito.

Regenerativa pudiera
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CONCLUSIONES

La Ingenieria Tisular es una ciencia en continuo desarrollo que

presenta innumerables posibilidades terapéuticas.

Las terapias regeneradoras en Ingenieria Tisular Endodéncica

pueden llegar a ser una realidad como tratamiento en afos futuros.

Los endodoncistas podrian mirar hacia el futuro otra alternativa que
les permita satisfacer la necesidad de los pacientes de tener

nuevamente sus dientes sanos.

El desarrollo de dichos procedimientos exigir4 investigaciones

extensas que permitan ofrecer una técnica segura y confiable.

Es preciso establecer un estandar de los protocolos que pudieran
ser utilizados como tratamiento regenerativo en la Ingenieria
Tisular Endoddncica, debido a las discrepancias existentes en el

mejor desarrollo de la aplicacion terapéutica.

La evaluacion de los paradigmas costo-beneficio es de suma
importancia para que esta técnica pueda llevarse a la practica
cotidiana, puesto que los materiales empleados juegan un rol muy

importante en dicha terapia.
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