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INTRODUCCION

El cuerpo comprende mas de 200 tipos de células diferentes que estan
organizadas en tejidos y 6rganos proporcionando todas las funciones

requeridas para la viabilidad y reproduccic')n.1

Recientemente se han realizado investigaciones sobre las células madre,
reportando su potencial en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas, y el uso que podrian tener en la reparacion de tejidos

dafiados por accidentes o envejecimiento.

El mecanismo de como las células se comportan en los tejidos en las
diferentes etapas de la vida aun permanece poco claro. Existen células
como las de la piel que tienen un periodo de vida corto y ademas son
incapaces de auto renovarse, por lo que se ha buscado un medio

alternativo para mantener este tipo de tejidos en 6ptimas condiciones.

Una de las alternativas terapéuticas para la regeneracion celular que ha
tenido un auge importante en los ultimos afios, es el uso de células madre
(stem cell), estas son células inmaduras e indiferenciadas que han
mostrado in vitro la capacidad de dividirse y multiplicarse, diferenciandose

en tipos especificos de células y tejidos.

Existen diferentes tipos de células madre dependiendo de la capacidad de
diferenciaciéon, cuando pueden formar células de todos los tejidos del
organismo adulto son llamadas pluripotenciales, si ademas pueden
diferenciarse en tejidos extra embrionarios, se nombran totipotentes,
cuando forman diferentes tipos de células del mismo tejido se les
denomina multipotentes o si un tejido tiene solo un linaje celular y las

células lo mantienen se conocen como unipotentenciales.”
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APLICACION ACTUAL DE LAS CELULAS MADRE EN ODONTOLOGIA.

En una persona adulta persisten varias fuentes de células madre, muchas
de las cuales tienen potencial para emplearse en la cura de

enfermedades que afectan tejidos en medicina regenerativa.

El transplante de células madre hematopoyéticas ha sido la terapia mas
usada y antigua, sin embargo el aislamiento requiere de un procedimiento
quirurgico doloroso, por el cual solo se obtiene un numero celular bajo.
Las células madre de tejido adiposo también requieren un procedimiento
quirurgico costoso, pero ofrecen un mayor numero celular y mayor

capacidad de diferenciacion.

Por esta razon, se ha buscado una nueva fuente de células madre, que
requiera un procedimiento minimamente invasivo, como son las células

madre derivadas de tejidos dentales.

Recientemente los tejidos dentales han demostrado ser una fuente de
células madre ya que se han logrado extraer de la pulpa dental, el

ligamento periodontal, la papila apical y el foliculo dental.

En los ultimos afos el tema de la medicina regenerativa con la posible
aplicacién de células madre, obtenida de tejidos adultos, ha generado
interés en el mundo de la biologia, debido a las multiples cualidades que
se les ha hallado, sin embargo generar tejidos a parir de una célula que
se encuentra fuera de un organismo, aun permanece en debate por las

implicaciones, religiosas, politicas y sobre todo éticas.

10
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APLICACION ACTUAL DE LAS CELULAS MADRE EN ODONTOLOGIA.

OBJETIVOS

1. Identificar fuentes de células madre.

2. Definir fuentes posibles de células madre en tejidos dentales.

3. Conocer el potencial terapéutico de las células madre para
regeneracion de tejidos dentales.

4. Determinar los factores que pueden afectar la calidad y cantidad de
células madre obtenidas de un adulto.

5. Reportar los usos de las células madre derivadas de tejidos

dentales.

11
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APLICACION ACTUAL DE LAS CELULAS MADRE EN ODONTOLOGIA.

1. Célula madre

La célula es la unidad anatomica funcional mas pequefa de todos los
seres Vvivos, tiene caracteristicas estructurales unicas y controla funciones
especificas. Cada tejido y 6rgano se encuentra formado por células, todas

diferenciadas a partir de una progenitora.

Las células madre representan los componentes basicos de nuestro
cuerpo, funcionan como unidades naturales de generaciéon durante el
desarrollo embrionario, y en el adulto ayudan a la regeneracion posterior a
un dano. Se definen por dos caracteristicas (Fig. 1): la capacidad de
mantenerse a si mismas a través de la division celular (auto-renovacion),
y la capacidad de dar lugar a tipos celulares mas especializados

(diferenciacion).?

Fig. 1 Caracteristicas de las células madre. Tomada de

http://dec.fq.edu.uy/icc2011/celulas_madre/que_son.html

Para conceptualizar a las células madre es importante comprender que el
desarrollo humano comienza con la fecundacién (Fig. 2), cuando un
espermatozoide se une a un ovocito para formar una sola célula, el

cigoto.®

12
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APLICACION ACTUAL DE LAS CELULAS MADRE EN ODONTOLOGIA.

Fig. 2 Fecundacién. Tomada de http://galerias.educ.ar/d/7976-2/15+_ Medium__.jpg

En las 24 horas siguientes el cigoto experimenta una serie regulada de
divisiones celulares mitéticas denominadas segmentacion (Fig. 3). La
primera segmentacion divide al cigoto a lo largo de un plano que forma un
angulo recto con el ecuador y en linea con los cuerpos polares. La
segunda division, produce cuatro blastomeros iguales y se da 40 horas
después de la fecundacion, asi hasta llegar a un estadio de 32 células en

donde recibe el nombre de morula.?

Estado de dos células Estado de cuatro células

Fig. 3 Segmentacioén del cigoto. Tomada de

http://www.monografias.com/trabajos61/histogenesis/histogenesis.shtml

13
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Pocos dias después de que la mérula entra en el utero, aparece en su
interior llena de liquido la cavidad blastocistica (Fig.4). El liquido pasa de
la cavidad uterina, a través de la zona prelucida, para crear este espacio.
Conforme la cavidad blastocistica se llena de liquido, separa los

blastdmeros en dos porciones:

e Una capa celular externa y delgada, el trofoblasto que da lugar a la
porcion embrionaria de la placenta.

e Un grupo de blastomeros centrales, la masa celular interna que da
lugar al embridén; como este el primordio embrionario, a la masa

celular interna se le llama embrioblasto.’

< Trophoblast shell

Blastocyst cavity

Embryoblast

Fig. 4 Implantacion. Tomada de http://showcase.netins.net/web/placenta/triage.php

Durante la tercera semana de gestacion se lleva a cabo la gastrulacion,
un proceso mediante el cual se establecen las tres capas germinales que

dan origen a los primordios de todos los tejidos y érganos.3

14
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Las principales estructuras de derivadas de las capas germinales son:

e Ectodermo da origen a los sistemas nerviosos central periférico;
epitelios sensoriales de los ojos, los oidos y la nariz; a la epidermis
y sus apéndices; glandulas mamarias; hipdfisis; glandulas cutaneas
y esmalte de los dientes.
Las células de la cresta neural, derivadas del nueroectodermo,
originan las células de los ganglios raquideos, craneales (nervios
craneales V,VII,IX y X) y vegetativos, las células que recubren al
sistema nervioso periférico con una vaina; las células pigmentarias
de la dermis; los musculos, los tejidos conjuntivos y los huesos
provenientes de los arcos faringeos y la medula suprarrenal, y las

meninges del encéfalo y de la medula espinal.®

e Mesodermo da lugar al tejido conjuntivo, cartilago, huesos,
musculos estriados y lisos a los ovarios, testiculos, conductos
genitales, membranas serosas que recubren las cavidades
corporales (pericardio, pleura y peritoneo), bazo y corteza

suprarrenal®

e Endodermo da lugar al revestimiento epitelial de los tactos
gastrointestinal y respiratorio, al parénquima de las amigdalas
paulatinas, a las glandulas tiroidea y paratiroides, al timo, higado,
pancreas, el revestimiento epitelial de la vejiga urinaria y casi toda
la uretra, al revestimiento epitelial de la cavidad timpanica, el antro

timpanico y la trompa auditiva.®

Basados en las etapas de desarrollo que se derivan (Tabla 1) las células

madres se clasifican como embrionarias y células madre adultas.?

15
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Tabla 1. Diferencias entre las células madre embrionarias y las

adultas.

Embrionarias Adultas
Fuente Embrion Tejidos adultos
Potencia Pluripotente Diferenciacion limitada
Cultivo Celular Sencillo Diferentes
Rechazo después del | Aun no se sabe Menos probable
transplante
Obstaculo para su uso | Eticamente Necesita

controversial consentimiento del

paciente

Tabla 1. The differences between embryonic and adult stem cells. Sreenivas D,
Sreenivasa A, Satyavani S, Harish B, Vasudevan S. Where will the stem cells lead us?
Prospects for dentistry in the 21st century. J Indian Soc Periodontol. 2011 Jul-Sep; 15(3):
199-204.

Ademas podemos clasificarlas segun su capacidad de proliferacion y
diferenciacion (Fig. 5) 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.®

16
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Fig. 5 Origen de células madre. Las células son descritas como pluripotentes si
pueden formar todos los tipos celulares de un organismo adulto, si en adicion
pueden formar tejidos extraembridnicos del embriéon, son descritas como
totipotentes. Las células madre multipotentes tienen la habilidad de formar tipos
de células diferenciadas de un tejido dado. En algunos casos, un tejido contienen
solo un linaje diferenciado y las células madre lo mantienen entonces son

llamadas unipotentes. Tomada de (Thetherapeuticpotential of stem cells, 2010)

1.1 Células madre totipotentes

Totipotencia se define como la capacidad de una célula a dividirse y
producir cualquier tipo de célula de un organismo, incluyendo tejidos
extraembrionarios (Fig. 6). Las células totipotentes se forman durante la

reproduccion.’

17



-2y
BN

oposToun
UNAM
1904

APLICACION ACTUAL DE LAS CELULAS MADRE EN ODONTOLOGIA.

Fig. 6 Jerarquia de células madre. Tomada de

http://www.taringa.net/posts/info/6603258/Celulas-madre-avances-medicos.html

El cigoto y los blastémeros en estado hasta de cuatro divisiones son las
unicas células totipotentes, ya que tiene el potencial de desarrollarse en
un embridn con todas las células especializadas que forman un ser vivo,
asi como en la estructura de soporte de la placenta necesario para el

desarrollo fetal.’

1.2 Pluripotentes

Las células madre pluripotentes derivan de la masa celular interna (IMC)
de embriones en fase de blastocito (Fig. 7), exhiben una capacidad de
proliferacion ilimitada, son capaces de diferenciarse en diversos tipos de

células de cualquiera de las tres capas germinales.®

18



APLICACION ACTUAL DE LAS CELULAS MADRE EN ODONTOLOGIA.

Fig. 7 Derivacion de lineas ESC humanas y su pluripotencia. ESC se derivan de la masa
celular interna del blastocito embriones. In vitro, estas células son pluripotentes con
capacidad de diferenciarse a cualquier tipo de células de las tres capas germinales
(endodermo, ectodermo y mesodermo). Tedricamente, las células madre embrionarias
pueden ser manipulados para formar cualquier tipo de célula del cuerpo humano, pero
en realidad, esto requiere una comprension detallada de las sefiales quimicas y fisicas
necesaria para la diferenciacion directa a un tipo especifico de célula. Tomada de
Embryonic and Induced Pluripotent Stem Cells: Understanding, Creating, and Exploiting

the Nano-Niche for Regenerative Medicine, 2013.

Sin embargo los blastocitos no son la unica fuente de células
pluripotentes, las células madre epiblasticas (epiSC), pueden ser
derivadas después de la implantacion del epiblasto o derivadas de las
células germinales primordiales, progenitoras de gametos adultos que
divergen del linaje somatico a finales del desarrollo embrionario vy

principios del fetal.’
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APLICACION ACTUAL DE LAS CELULAS MADRE EN ODONTOLOGIA.

1.3 Multipotentes

A medida que progresa el desarrollo embrionario, la especificacion de
distintos compartimientos anatomicos y diferenciacion celular restringen
progresivamente la distribucion de células progenitoras de los distintos
tejidos en compartimientos especificos 0 nichos para que mantengan sus
capacidades de autorenovacién y generacidn de nuevas células para
cada tejido. En el caso de algunos tejidos como la epidermis, la sangre y
el revestimiento intestinal, las células completamente diferenciadas tienen
una vida corta y deben ser remplazadas por células hijas derivadas de
células que mantienen sus capacidades de autorenovacion. Estos
precursores se denominan células madres multipotentes y presentan un

repertorio de diferenciacion restringido de una linea celular.®

2. Tejidos potenciales para localizacion de Células
Madre

El descubrimiento de las células madre adultas fundamenta teorias sobre
la presencia de poblaciones de células regenerativas en los organismos
desarrollados y ha dado lugar a un creciente interés en el uso de estas
células como agentes terapéuticos. En particular, los investigadores estan
explorando el uso células madre mesenquimales (MSC) ya que son
excelentes candidatas para terapia celular debido a que son de facil
acceso, el aislamiento es sencillo y las células pueden expandirse en un
periodo de tiempo relativamente corto, ademas pueden ser

biopreservadas con una pérdida minima de su potencia.°
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Las células madre mesenquimales (MSC) son células adultas
multipotentes no hematopoyéticas que tienen la capacidad de
diferenciarse en tejidos de origen mesenquimal y no mesenquimal, con
morfologia fibroblastoide y plasticidad hacia diversos linajes celulares
como condrocitos, osteocitos y adipocitos, aunque recientes estudios han
demostrado que son capaces de diferenciarse en linajes neuronales y
cardiomiogénicos. En comparacion con los ESC pluripotentes o células
pluripotentes inducidas, las MSC tienen un mayor perfil de seguridad y

menor riesgo a formacién de tumores.'" % 1

Aunque las MSC son descritas como células similares a los fibroblastos,
la morfologia puede variar segun el sitio de obtencién, por ejemplo, se ha
observado que cuando se aislan a partir de sangre del cordon umbilical el
93% de la poblacién tiene un aspecto ovoide, con respecto al 7% que

conserva una morfologia similar a la de fibroblastos. '

Para que las células sean consideradas como células madre

mesenquimales deben cumplir un minimo de tres criterios:

1. Ser adherentes en condiciones de cultivo estandar.

2. Expresar marcadores de superficie celular como CD105, CD73 y
CD90, pero carecer de expresion de marcadores de superficie
hematopoyéticos como CD45, CD34, CD14, marcadores de
monocitos, macrofagos y linfocitos.

3. Ser capaces de diferenciarse en osteoblastos, adipocitos y

condrocitos bajo condiciones estandar de cultivo in vitro. "
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Las células madre mesenquimales han mostrado efectos de
inmunomodulacion. Esto se debe a la falta de expresion de factores
coestimulantes, tales como el antigeno de histocompatibilidad de clase II,
CD40, CD80 y CD86, apoyando la baja inmunogenicidad de las células
madre mesenquimales. Una de las cuestiones criticas en ingenieria tisular
es el rechazo del trasplante de injerto contra el hospedero después del
transplante alogénico de células, tejidos o organos resultando en una

incompatibilidad entre el donadory el beneficiario.'

Recientemente se ha reportado que las células madre tienen importantes
implicaciones clinicas, ya que ejercen efectos inmunosupresores y
antiinflamatorios a través de las interacciones entre los linfocitos,
asociado tanto a la inmunidad innata como a la adaptativa ya que
suprimen la proliferacion de células T, las funciones de células B y las
natural killer, la proliferacion y produccion de citoquinas, y previenen la

diferenciacién, maduracion y activacion de células dendriticas.®

Fig. 8 Funcion inmunoldgica de las MSC en diferentes tipos de células de la inmunidad
innata y adaptativa. MSC se caracteriza por la superficie los antigenos CD29, CD73,
CD90 (CD105); tipos de células: células B, células T, células dendriticas, monocitos,
macrofagos, NK. Las flechas indican la activacion o la induccion, las barras en T indican
el bloqueo de la funcién o activacion, en particular la inhibicién de la proliferacion, la
diferenciacion, la citotoxicidad, la maduracion. Estas células T reguladoras juegan un
papel significatvo en el desarrollo de la tolerancia. Tomada de
http://journal.frontiersin.org/Journal/10.3389/fimmu.2013.00175/full
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Hasta la fecha se han identificado en una variedad de tejidos para la
obtencién de células madre mesenquimales (Fig. 10), como tejido
adiposo, sangre, liquido sinovial, dermis, musculo, pulpa dental y el
cordén umbilical, que se pueden diferenciar a lo largo de varios linajes
mesenquimales. Sin embargo, existen significativas diferencias en su
capacidad de proliferacién y diferenciacién, y en los procedimientos de

cultivo. '®

Fig. 9 Tejidos para la obtencién de células madre mesenquimales. Tomada de

http://clinicamaestro.blogspot.mx/2014/02/las-celulas-madre-de-la-pulpa-dental.html

2.1 Corddén umbilical

Durante el embarazo, la madre y el feto son conectados por el cordon
umbilical, que se compone de vasos umbilicales (dos arterias y una vena)
y moco conectivo especializado llamado gelatina de Wharton (Fig. 10),

todo cubierto por el epitelio amnidtico.'’
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Fig. 10 Componentes del cordon umbilical. Tomada de http://materfetal.blogspot.mx/

El tejido del corddn umbilical puede ser dividido en tres zonas:

subamnidtica, intravascular y estroma perivascular.’

El cordon umbilical conforma una diversa familia de células madre e
incluyen células progenitoras multipotentes indiferenciadas capaces de
auto renovacion con capacidad de alta proliferacion y diferenciacion
dentro de varios tipos de tejido dependiendo del medio de induccién.
Cuando las células mononucleares del corddén umbilical se siembran en
cultivo, se desarrollan colonias de células madre que asemejan
caracteristicas de MSC. Muestran una forma similar a fibroblastos y han
demostrado ser positivos para los marcadores de células mesenquimales.
Pueden diferenciarse en tejidos de la médula ésea y componentes de la
sangre por lo que ahora se considera una fuente apropiada de células
madre hematopoyéticas para trasplantes hematologicos, ademas pueden
diferenciarse in vitro dentro de varios linajes celulares, incluyendo hueso,
cartilago y tejido adiposo, tienen la capacidad de formar neuronas y

células gliales y pueden ser diferenciadas en cardiomiocitos.'” ' 2
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Las células madre mesenquimales del cordon umbilical (UCMSC) tienen
propiedades mas primitivas que las MSC adultas, lo que podria hacer de
ellas un fuente util de las MSC para aplicaciones clinicas. Conservan una
inmunogenicidad y un efecto inmunomodulador bajo. Provocan una menor
incidencia de infecciones y rechazo del injerto después del trasplante en

comparaciéon con otras fuentes.

Han sido aislados de cuatro diferentes compartimentos del corddn
umbilical: la gelatina de Wharton, el tejido que rodea los vasos
umbilicales, la sangre del cordon umbilical, y el subendotelio de vena
umbilical. Las células que han sido mas estudiadas son las células madre
mesenquimales derivadas de la sangre del cordén umbilical y las células

madre mesenquimales de la gelatina de Wharton.?" 2

La sangre que queda en el nacimiento de la vena umbilical contiene una
fuente rica de células madre y progenitoras hematopoyéticas, ademas
contiene una fuente de células madre mesenquimales. Las células madre
mesenquimales derivadas de la sangre de cordon umbilical (UCBSC), son
células progenitoras multipotentes con capacidad de auto-renovacion y

potencial de diferenciarse en varios linajes mesodérmicos.?* 2*

La gelatina de Wharton es el tejido conectivo que rodea los vasos
umbilicales e incluye las regiones perivasculares e intravasculares.
Muestra propiedades similares obtenidas a las células madre de la sangre
del cordon umbilical, ademas de una mayor expresion de marcadores de
células madre embrionarias indiferenciadas como NANOG, DNMT3B vy
BABRB3, ademas expresan marcadores tipicos de células
mesenquimales como CD105, CD73 y CD90. Pueden ser inducidos a
diferenciarse en células endoteliales, linajes adipogénicos, osteogénicos,
condrogénicos, nueurogénicos, células productoras de insulina y células

similares a hepatocitos.?* 2*
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Existen cuatro métodos para el aislamiento de células madre del corddn

umbilical:

e Centrifugaciéon en gradiente de densidad
e Citdbmetro de flujo de aislamiento
e Deteccion de unién y de dos etapas

o Digestion enzimatica®

El aislamiento de UCMSC es un método mas facil, menos costoso y no
invasivo comparado con otras MSC debido a que se pueden obtener en el

momento del nacimiento.??
2.2 Medula 6sea

La medula 6sea es un tejido graso que yace al interior del hueso
trabecular, y son en conjunto la trabécula y el estroma de la medula 6sea,
los elementos que fisicamente soportan y fisiolégicamente mantienen el
tejido hematopoyético (Fig. 11). Durante los dos primeros anos de vida, la
medula 6sea activa (medula roja) se localiza en todos los huesos y
gradualmente es remplazada por tejido medular inactivo (medula amarilla
o grasa). El microambiente hematopoyético de la medula ésea contiene
células del estroma cuyo origen puede ser mesenquimal o puede ser

hematopoyético no mesenquimal.?® %’

Fig.11 Regiones internas de un hueso. Tomada de
http://www.monografias.com/trabajos83/anatomia-del-sistema-oseo/anatomia-del-

sistema-oseo.shtml
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Células madre hematopoyéticas de la medula 6sea

Las células madre hematopoyéticas son células que pueden mostrar la
habilidad de diferenciarse dentro de linajes mieloides (macréfagos,
eritrocitos y granulocitos) y linajes linfoides (Células B, T y natural killer).%
(Fig.12).

Fig. 12 Diferenciacion de las células madre hematopoyéticas. Tomado de

http://med.unne.edu.ar/catedras/bioquimical/linfocitob.htm

Las HSC poseen tres caracteristicas basicas:

1- Son multipotentes, es decir, tienen el potencial de generar los
linajes sanguineos: la linea roja que produce los eritrocitos; la linea
blanca que produce células de diferentes tipos como el de tipo
linfoide: linfocitos B y T, y el tipo mieloide: baséfilos/mastocitos,
eosindfilos, neutrdfilos/granulocitos, y monocitos/macrofagos;
también genera la linea trombocitica que da origen a

megacariocitos/plaquetas.
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2- Tienen un alto potencial proliferativo, es decir, que son capaces de
dividirse y producir un gran numero de células maduras durante la
vida del individuo.

3- Tienen alta capacidad de generacidon de nuevas células madre
idénticas, manteniendo una divisiéon de tipo simétrico, capacidad

conocida como auto renovacién.?®

En el sistema hematopoyético, las células madre son heterogéneas con
respecto a su habilidad de auto renovarse, para distinguirlas se clasifican
en células madre hematopoyéticas a largo plazo (CMH-LP) y células
madre hematopoyéticas a corto plazo (CMH-CP). Las CMH-LP son
capaces de producir todos los tipos de ceélulas maduras de la sangre
durante la vida de un individuo y de generar células progenitoras que al
ser trasplantadas pueden reconstituir el sistema hematopoyético,
constituyen menos del 0.1% de CMH contenidas en la médula 6sea. Las
CMH-CP son las encargadas de generar células progenitoras del linaje
linfoide o mieloide. A medida que las CMH maduran, progresivamente van
perdiendo su potencial de auto renovarse pero se vuelven mitéticamente
mas activas, es decir, que en los compartimentos de células progenitoras
existe muy poca capacidad de auto renovacién y una alta actividad

mitdtica.?®
Células madre mesenquimales de la medula 6sea

Las células madre mesenquimales de la medula 6sea (BM-MSC) pueden
ser aisladas del hueso compacto y el trabecular y de sitios de medula
O0sea no hematopoyéticos. Son definidas como células multipotentes no
hematopoyéticas que dan soporte a la expansion de células madre
hematopoyéticas in vitro y pueden diferenciarse en células de varios

tejidos.?!
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APLICACION ACTUAL DE LAS CELULAS MADRE EN ODONTOLOGIA.

Se pueden asilar facilmente de la medula 6sea en altas concentraciones,
debido a esto es la principal fuente de obtencion de células madre

mesenquimales. 2’

Poseen caracteristicas como morfologia similar a fibroblastos, y ausencia
de las caracteristicas basicas de las células endoteliales y macrofagos.
Se conoce su potencial para diferenciarse dentro de linajes osteogénicos,
adipogénicos y condrogénicos (Fig. 13), aunque se ha reportado que

tienen potencial para diferenciarse en células neurales.?

Fig. 13 Diferenciacion de células madre mesenquimales de la medula 6ésea. Tomada de
http://www.eurostemcell.org/es/factsheet/c%C3%A9lulas-madre-mesenquimales-las-
otras-c%C3%A9lulas-madre-de-la-m%C3%A9dula-%C3%B3sea

Expresan varios marcadores de superficie, destacando de manera
importante Stro-1, SB-10. SH-2, SH-4, CD44, CD29 Y CD 90, marcadores

que no se expresan en las células madre hematopoyéticas.?’

El método utilizado para aislar BMMSC es diferente de la utilizada para
otros MSC. Esto se debe a que poca matriz extracelular esta presente en
el BM, por lo tanto, en lugar de la digestion con colagenasa, se utiliza
interrupcibn mecanica suave por pipeteo repetido para crear una
suspension de células del estroma y hematopoyéticas. La poblacién
BMMSC resultante es muy heterogénea y aislamiento de células madre
puras de este aislado primario es dificil debido a la falta de marcadores

Unicos de la superficie celular.?
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También se postula que entre las colonias de crecimiento existen algunas
células progenitoras en las que pueden crecer nuevas colonias
fibroblasticas y a tales células se les denomina unidades formadoras de

colonias de fibroblastos (CFU-F).?’

En los seres humanos un promedio de 1/18, 000 células mononucleares
son MSC, por lo tanto, teniendo en cuenta que hay alrededor de 65x10°
células mononucleares (MNC) por cada ml de la medula ésea, en toda la
medula 6sea solo hay 3555 MSC / ml. La técnica de aspiracion (Fig. 14) y
el volumen del recolectado de médula deben tenerse en cuenta con el fin
de reducir la contaminacion de la sangre periférica. En general, un
proceso de separacién de células debe garantizar una poblacion pura,
altamente viable de las MNC con minima contaminacion con globulos

rojos y granulocitos.?

Aunque la medula 6sea se ha representado como la principal fuente
disponible de MSC, el uso de células derivadas de BM no siempre es
aceptable debido al alto grado de exposicion viral, la disminucion
significativa en el numero de células y la capacidad de proliferacion y la
declinante diferenciacion a lo largo con la edad agregado a que se
requiere un procedimiento invasivo doloroso para obtener una muestra de
la BM.%

Fig. 14 Aspiracion de Medula Osea. Tomado de http://www.clinicadam.com/imagenes-
de-salud/1129.html.

30

.t 3
P |

1904




A NG i
=)

ATz
¢ . Y
W’ﬁé }J APLICACION ACTUAL DE LAS CELULAS MADRE EN ODONTOLOGIA.

2.3 Tejido adiposo

El tejido adiposo se deriva del mesénquima y consiste en un sistema
altamente complejo que contiene diferentes poblaciones de células,
incluyendo adipocitos maduros, pre-adipocitos, fibroblastos, células del
musculo liso vascular, células endoteliales y células madre derivadas de
tejido adiposo (ASC). Proporciona proteccion térmica y traumatica, pero
es mas notable su papel vital en el metabolismo. Los adipocitos son de
dos linajes funcionales e histoldégicas generales: tejidos adiposo café
(BAT), que disipan la energia y los tejidos adiposos blanco (WAT), que
almacenan energia. La funcidn de los adipocitos marrones es
principalmente termogénica, la conversion de nutrientes en calor, mientras
que los adipocitos blancos comprenden la gran mayoria de los adipocitos.
En tiempos de abundancia caldrica, estas células almacenan el exceso de
calorias en forma de ftriglicéridos, y en tiempos de necesidad caldrica,
liberan combustible (como los acidos grasos y glicerol) para su uso por
otros organos (Fig. 15). WAT es en si misma se subdivide en el depdsito

subcutaneo y visceral > *°

Fig. 15 La Verdad sobre la grasa: Ubicacién.Tomada de (Zeve et al, Fighting Fat with
Fat: The Expanding Field of Adipose Stem Cells. Cell Stem Cell.Nov 6, 2009; 5(5)
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Las células madre de tejido adiposo fueron descubiertas y aisladas por
primera vez en el afio 2001, identificado en la fraccion vascular estromal
(SVF) del tejido adiposo blanco (WAT) como células capaces de
diferenciarse en adipocitos, osteoblastos, condrocitos y miocitos in vitro.
Son relativamente faciles para aislar disponibles en el WAT, se pueden
obtener a partir de cualquier procedimiento de liposuccion (Fig. 16) o
grasa extirpada, o con anestesia local si se necesitan pequeias
cantidades de tejido adiposo. Un gramo de tejido adiposo contiene
aproximadamente 5000 células madre. Los primeros reportes de ASC
mostraban una diferenciacion dentro del linaje mesodérmico y destinos de
células neuronales, recientemente se incluyeron células de origen no
mesodérmico. También se ha informado la diferenciacion en tipos de
células endodérmicas. A diferencia de las células madre embrionarias,
esta claro que ASC no son pluripotentes genuinamente en el contexto del
desarrollo normal. Sin embargo, estudios recientes demuestran que la
pluripotencia de ASC puede ser inducida artificialmente en contextos

experimentales.?"?’

Fig. 16 Liposuccién. Tomada de http://liposuccion-valencia.com/tecnica-liposuccion-

valencia.html

El analisis de inmunofluorescencia identifico que ASC expresan marcador
perfil que se considera peculiar para MSC , como Stro- 1,CD29, , CD13
CD44 , CD71 , CD90 , CD105/SH2 y SH3 asi como la falta de expresion

de los marcadores de linaje hematopoyéticas (CD31 , CD34 y CD45). 2%
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Se aislan usando una combinacion de digestion enzimatica con
colagenasa simple que es capaz de digerir la matriz y produce la llamada
fraccion del estroma vascular (SVF). ASC son similares a BMSC respecto
a la morfologia, inmunofenotipo y la frecuencia de colonias. Poseen
capacidad de auto-renovacion, expresan un patron inmunofenotipico muy
similar y son capaces de diferenciarse en varios linajes de células de
origen mesodérmico, es decir, adipocitos, condrocitos y osteoblastos. Por
otra parte, se ha demostrado también que son capaces de diferenciarse
en ceélulas de origen endodérmico y ectodérmica, tales como las células
neuronales, células endocrinas, hepatocitos, células epiteliales vy
cardiomiocitos. En BM, la expresién de CD106 puede ser funcionalmente
asociado con la hematopoyesis, mientras que las células derivadas de
tejido adiposo no necesitan esta molécula ya que pertenecen a tejido no

hematopoyético. 2932

2.4 Tejidos dentales

Los dientes y estructuras dentales que consisten en estructuras duras y
blandas, contienen tejidos fibrosos mesenquimales como la pulpa dental,

el ligamento periodontal y la encia.' (Fig. 17)

Fig. 17 Anatomia Dental. Tomada de (Rodriguez FJ et al. Mesenchymal dental stem cells
in regenerative dentistry. Med Oral Patol Oral Cir Bucal. Nov 2012; 17(6): 1062—1067.
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Para comprender las caracteristicas de las células madre de los tejidos
dentales es necesario conocer los procesos biolégicos que inducen y
regulan el desarrollo del diente y el origen de las células madre dentales.
El desarrollo dental (Fig. 18) implica un complejo de senalizacion entre los
tejidos epiteliales y mesenquimales. La ontogénesis empieza alrededor de
la 5% semana del desarrollo embrionario y continia hasta que todos los
dientes permanentes han remplazado a los temporales. Los dientes
tienen dos origenes embrionarios, el ectodermo y la cresta neural

derivadas del mesénquima.® 3

El proceso de desarrollo del diente esta compuesto por 5 etapas. La
primera etapa es la de espesamiento, la cual involucra el espesamiento
del epitelio oral al sitio de formacién de los dientes. Esto es seguido por la
condensacion del ectomesenquima, que deriva de la cresta neural del

mesénquima alrededor del brote.

Durante la segunda etapa , también conocida como la fase de brote, dos
linajes distintos de células, las células basales periféricos y reticulo
estrellado, se separan del epitelio dental para formar dos capas de tejido

que proporcionan el nicho de células madre en los dientes en crecimiento.

Las siguientes dos etapas son la etapa de capuchoén y el estadio de
campana. Durante estas etapas, la estructura de la curva cervical se
desarrolla, y el epitelio interno del esmalte se forma dentro del circuito que
limita la papila dental. También, durante esta etapa se forma el foliculo

dental en la interfaz del epitelio del esmalte exterior.

Durante estas etapas, la papila dental se encuentra rodeada por el epitelio
dental. Las células en la interfase del epitelio-mesénquima dentro de la
estructura de la curva dan lugar a ameloblastos y odontoblastos, que

producen una matriz mineralizada de esmalte y la dentina.
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En la quinta y ultima etapa, la etapa secretora, el diente desarrollado

erupciona a través de la encia. *

Fig. 18 Proceso de desarrollo de morfogénesis del diente.

Hasta la fecha 5 células madre dentales humanas diferentes se han
aislado y caracterizado (Fig. 19): células madre de la pulpa dental
(DPSC), células madre de dientes deciduos exfoliados (SHED), células
madres del ligamento periodontal (PDLSC), células madre de la papila
apical (SCAP) y células madre del foliculo dental (DFPC). Todas estas
células probablemente comparten un linaje comun que se deriva de las
células de la cresta neural ademas de propiedades similares a las células
madre mesenquimales, incluida a la expresion de osteoblastos, adipocitos
y condrocitos in vitro y, en cierta medida, in vivo. Las poblaciones de
células difieren en algunos aspectos de su tasa de crecimiento en cultivo,
la expresion del gen marcador y la diferenciacion celular, aunque el grado
en que estas diferencias se pueden atribuir al tejido de origen, la funcién o

condiciones de cultivo sigue siendo poco clara.>® %

35

.t 3
P |

1904




APLICACION ACTUAL DE LAS CELULAS MADRE EN ODONTOLOGIA.

=V

|
1904

Fig. 19 Células madre de los tejidos dentales. Tomada de
http://doctordipascua.wordpress.com/2012/10/15/celulas-madre-a-partir-de-la-pulpa-
dental/

2.4.1 Pulpa dental

Es la parte central de un diente compuesta de tejido blando y células
llamadas odontoblastos (Fig. 20). La regién central de la pulpa coronal y
radicular contiene gran cantidad de nervios y vasos sanguineos. Esta
area es limitada periféricamente por un area odontogénica especializada
que tiene tres capas que son (de mas interno a mas externo): Zona rica

en células, zona libre de células y capa de odontoblastos.®’

Fig. 20 Pulpa dental. Tomado de http://www.clinicadentalidentis.com/archives/2013/7
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Se ha demostrado que la pulpa dental adulta contiene precursores
capaces de formar odontoblastos bajo sefiales apropiadas como hidréxido

de calcio o materiales de fosfato de calcio.*®

La posibilidad de que la pulpa dental podia contener células madre
mesenquimales sugirié por primera vez durante la observacion del dafio
severo en los dientes, que penetra en el esmalte y la dentina, estimulando
en la pulpa un proceso de reparacion mediante el cual se forman nuevos
odontoblastos, que producen dentina para reparar la lesidn. Fueron
aisladas en el 2000, descritas como células capaces de formar células
similares a las de la pulpa. A lo largo de este periodo, se han aislado y
estudiado las diferentes poblaciones de células madre de la pulpa dental
en dientes permanentes, deciduos y supernumerarios. Todas estas
poblaciones presentan caracteristicas similares; morfologia similar a la de
fibroblastos, alta eficiencia de formacién de colonias adherentes asi como
alto potencial proliferativo in vitro. Sin embargo, difieren en el patron de
expresion de marcadores de células madre y varian en su potencia y
diferenciacién. Ademas son capaces de diferenciarse en otros derivados
de células mesenquimales como odontoblastos, adipocitos, condrocitos y

osteoblastos. 3% 3% 40

Son aisladas mediante tratamiento enzimatico, forman CFU-F con
diversas caracteristicas. Dentro de la misma colonia, se pueden observar
diferentes morfologias y tamafos de células. Se han detectan en
pacientes de mas de 30 afios en las que no existen diferencias

sustanciales con células mas jévenes.* '
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APLICACION ACTUAL DE LAS CELULAS MADRE EN ODONTOLOGIA.

2.4.2 Dientes deciduos exfoliados

En 2003 se anuncié la deteccion de células multipotentes en las células
de la pulpa dental de los dientes deciduos exfoliados fisioldgicamente.
Representan una poblacion mas inmadura de células madre
multipotentes. Las células madre aisladas de dientes exfoliados en nifios
(SHED) muestran una alta plasticidad ya que pueden diferenciarse en
neuronas, adipocitos, osteoblastos y odontoblastos. In vivo pueden
inducir la formacién de hueso o dentina. En contraste con DPSC muestran
indices mas altos de proliferaciéon, aumento de replicacién, mayor
capacidad osteoinductiva y la capacidad de formar grupos de esfera.
Muestran una expresion mayor para los genes que participan en las vias
relacionadas con la proliferacion celular y la formacién de la matriz
extracelular, incluyendo varios factores de crecimiento tales como el factor
de crecimiento de fibroblastos y factor de crecimiento transformante TGF
— B, que se libera después de un dafio a la dentina y podria actuar para
movilizar las células madre de la pulpa a diferenciarse en

odontoblastos.3® 38 3°

Tienen un alto grado de proliferacion y un alto numero de duplicacién de
la poblacion. Han mostrado marcadores como STRO-1 y CD146 ademas

de marcadores neurales como Nestin.*®

Para los dientes deciduos, los mejores candidatos para el aislamiento son
caninos y los incisivos con la presencia de pulpa sana que estan
comenzando a aflojar y los molares temporales indicados con extracciéon
profilactica para ortodoncia. Cuando un diente deciduo se vuelve
extremadamente movil es probable que la pulpa se haya separado de su
suministro de sangre manteniendo su adherencia epitelial y asi se
conservara durante semanas en la boca con una pulpa necrética. >® (Fig.
21)
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APLICACION ACTUAL DE LAS CELULAS MADRE EN ODONTOLOGIA.

Fig. 21 Central de la primera denticién antes de exfoliarse. Tomada de

http://dent.estalos.com/dientes-flojos

El método de aislamiento es mediante digestion enzimatica de DP, se
cultivan en medio de cultivo basal, este medio de cultivo se compone de
medio de Dulbecco modificado de Eagle. Una sola suspension celular
obtenida a partir de un diente es capaz de generar aproximadamente 12-
20 colonias de células. Después de un corto periodo de proliferacion (1
semana), estas multiples colonias de células se recogen y se expanden in
vitro. El analisis por citometria de flujo revelé poblacién heterogénea, que

contiene 9% de las células STRO-1-positivas.*
2.4.3 Foliculo dental

El foliculo dental (DF), es un saco de tejido conectivo laxo que rodea el
diente no erupcionado (Fig. 22), juega diferentes roles en la vida de un
diente, su presencia es requerida para la erupcidn ya que regula la
osteogénesis y la osteoclastogénesis. Cuando el diente perfora la encima
el foliculo se diferencia en el ligamento periodontal para anclar el diente

en su alvéolo al hueso alveolar circundante.*?
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APLICACION ACTUAL DE LAS CELULAS MADRE EN ODONTOLOGIA.

Fig. 22 Radiografia de zona de premolares. Se aprecia el foliculo dental. Tomado de
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S2176-94512010000400003&script=sci_arttext

Este tejido alberga células progenitoras que forman el PDL por
diferenciarse en fibroblastos que segregan colageno e interactuan con
fibras en las superficies de hueso y cemento adyacente. La diferenciacion
y funcién de las células del foliculo dental es controlada por una red de
moléculas reguladoras incluyendo factores de crecimiento y citoquinas.
Las células del foliculo dental cerca de la formaciéon de la raiz se
diferencian del cemento formando cementoblastos y, las células hacia el
hueso alveolar se diferencian a osteoblastos secretando matriz 6sea. Las
células del foliculo dental encontradas entre los cementoblastos y células
precursoras de osteoblastos se desarrollan en fibroblastos producen la

matriz extracelular del ligamento periodontal.* %

Expresan marcadores celulares embrionarios como Nestin, STRO-1 y
Notch-1. Tienen la capacidad para formar nédulos calcificados compactos
in vitro, en comun con SCAP representa las células de un tejido en
desarrollo y por lo tanto podria exhibir una plasticidad mayor que otras

células madre dentales .*°
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APLICACION ACTUAL DE LAS CELULAS MADRE EN ODONTOLOGIA.

Las células del foliculo dental criopreservadas son capaces de recrear un

nuevo ligamento periodontal (PDL) después de la implantacién in vivo.®
2.4.4 Ligamento periodontal

Es un tejido conectivo fibroso que contiene células especializadas, se
deriva embriolégicamente del tejido ectomesenquimatoso del foliculo
dentario que rodea el diente en desarrollo en su cripta 6sea. En el
momento de la erupcion del diente las células y las fibras de colageno en
el foliculo dental, es decir, el futuro ligamento periodontal, estan
orientados principalmente con su eje paralelo a lo largo de la superficie de
la raiz. La remodelacién del foliculo en el ligamento periodontal comienza
en la unién cemento-esmalte y avanza en direccion apical. El ligamento
periodontal contiene una gran variedad de células que son capaces de
generar y mantener tres tejidos distintos, asi como los tejidos

mineralizados: el cemento y el hueso alveolar. *>*’ (Fig. 23)

Fig. 23 Localizacion de los tejidos periodontales: cemento hueso, encia y ligamento

periodontal. Tomada de http://julianaaveiro.blogspot.mx/2012/06/0-periodonto.html
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Los principales tipos de células del ligamento periodontal incluyen:
fibroblastos, los macrofagos y las células mesenquimales no
diferenciadas, cementoblastos y cementoclastos, osteoblastos vy
osteoclastos, los restos epiteliales de Malassez, asi como elementos
vasculares y elementos neurales. El ligamento periodontal esta bajo
presidn constante de las fuerzas de la masticacion, y por lo tanto es
probable que desempefie un papel enddégeno en el mantenimiento del
numero de células del propio ligamento. Otra funcién es servir como
fuente de la propiocepcion, o inervaciones sensoriales, de modo que el
cerebro puede detectar las fuerzas que se colocan en los dientes y
reaccionar en consecuencia. Ademas de las fibras PDL, hay otro conjunto
de fibras, conocidas como las fibras gingivales (Fig. 24), que se unen los
dientes a su tejido gingival adyacente. Tanto las fibras gingivales, asi
como las fibras de PDL, se componen principalmente de colageno de tipo
|. Esto podria explicar por qué son mejores que otras poblaciones de
células madre dentales en la formacion de estructuras similares a las del
PDL 3837

Fig. 24 Trayecto de los haces de las fibras gingivales. 1. Dentogingival,, 3. Interpapilar, 4.
Trasngingival, 5. Circular, 7. Transeptal, 9. Intercircular, 10. Intergingival. Tomada de
http://www.monografias.com/trabajos16/preparaciones-dentarias/preparaciones-

dentarias.shtml
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APLICACION ACTUAL DE LAS CELULAS MADRE EN ODONTOLOGIA.

El PDL se ha reconocido por contener una poblacion de células
progenitoras, y estudios recientes identificaron una poblacion de células
madre a partir de ligamento periodontal humano (PDLSC) capaces de
diferenciarse a lo largo de los linajes de células mesenquimales para
producir células similares a cementoblastos, adipocitos y tejido conectivo

rico en colageno | in vitro e in vivo. >

Las células madre del ligamento periodontal (PDLSC) representan una
terapia basada en células en la odontologia reconstructiva para el
tratamiento del periodonto dafado. En 2004, fueron aisladas del
ligamento periodontal humano (PDL) y se mostré que exhiben las
capacidades de auto renovacién y multipotencialidad. Ademas contiene
células progenitoras, que se pueden activar a la libre renovar y regenerar

otros tejidos, como el cemento y el hueso alveolar.?® 43

Se ha sugerido que las células madre a partir del ligamento periodontal
inflamado mantienen la auto-renovacion y sus capacidades de
diferenciaciéon. Las PDLSC se diferencien en células similares a
cementoblastos, osteoblastos, adipocitos y células formadoras de
colageno in vitro, y se transforman en estructuras similares al cemento del
tejido periodontal cuando fueron trasplantados con un andamio calcio HA
en roedores inmunodeprimidos. Los marcadores de superficie celular que
se han identificado son STRO-1 y CD146. Las fibras de colageno de
PDLSC trasplantadas fueron capaces de enlazarse con las estructuras
cementoblasticas y asemejarse a la fijacion fisiologica de las fibras de

Shapey.**
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APLICACION ACTUAL DE LAS CELULAS MADRE EN ODONTOLOGIA.

2.4.5 Papila apical

Es el tejido que rodea los apices de los dientes en desarrollo cerca de
vaina epitelial de Hertwig y que toma parte en la formacion de la raiz del
diente (Fig. 25). Sélo esta presente durante el desarrollo de la raiz antes
de que el diente entre en proceso de erupcion en la cavidad oral. Tienen
la capacidad de diferenciarse en odontoblastos y adipocitos. La mayoria
de los tejidos humanos en desarrollo no son clinicamente disponibles para
el aislamiento de células madre , sin embargo , debido a que las raices se
desarrollan después del nacimiento , la raiz apical es accesible en la
practica clinica dental de las muelas del juicio extraidos. Por lo tanto, es
una fuente de células madre con propiedades similares a las

embrionarias. 3> **

Fig. 25 Papila apical. A. Radiografia de premolar inferior con apices abiertos. B.
Microscopia de los tejidos responsables para la rizogénesis. Tomada de
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1415-
54192008000200003&script=sci_arttext&ting=en.
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Las células madre de la papila apical (SCAP) se encuentran en el tejido
de la papila en la parte apical de las raices de los dientes en desarrollo.
Los terceros molares y los dientes con apices abiertos son una fuente
importante de SCAP. Esta formada por una zona rica en células que se
extiende entre la papila apical y la pulpa. Estas células tienen el potencial
de diferenciarse en osteoblastos, adipocitos y odontoblastos, y muestran

mayores tasas de proliferacion in vitro en comparacion con DPSC.4"#

Muestran marcadores celulares tales como STRO-1, ALP, CD24 y CD29.
Pueden diferenciarse en células similares a odontoblastos, muestran
buena diferenciacion en para formar dentina y tienen bajo potencial

adipogenico.*®

Son de facil acceso ya que se pueden aislar de los terceros molares

humanos impactados y son criopreservados sin perder la actividad de

células madre.3® 4
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Tabla 2. Marcadores de expresion caracteristicos de células madre

mesenquimales y su potencial de diferenciacién

Célula madre Expresion de Diferenciacion

marcadores

CORDON UMBILICAL

Célula madre de la Gelatina | NANOG, DNMT3B, | Adipogénica

de Wharton BABRB3, CD105, | Osteogénica
CD73, CD90 Condrogénica

Célula madre de la sangre Neurogénica

del cordén umbilical CD105, CD73, CD9O0, | Células  productoras
NANOG, DNMT3B, | de insulina
BABRB3 Células similares a

hepatocitos
MEDULA OSEA

Célula madre mesenquimal | Stro- 1, SB-10, CD44, | Osteogénica

derivada de medula 6sea CD105, DC166, | Adipogénica
CD28,CD33,CD13, HLA | Condrogénica
clase | Neural

Célula madre derivada de | CD3, CD29, CD44, | Osteogénica

tejido adiposo CDT71, DC90, | Adipogénica
CD105/SH2 y | Condrogénica
SH3,STRO-1 Células neuronales

Células endocrinas
Hepatocitos
Células epiteliales

Cardiomiocitos
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Célula madre

Expresion de

marcadores

Diferenciacién

TEJIDOS DENTALES

Célula madre de la pulpa

dental

Célula madre de dientes

deciduos exfoliados

Célula madre del ligamento

periodontal

Célula madre de la papila

apical

Células madre del foliculo
dental

STRO-1, CD90, CD105
and CD146

Stro- 1, CD 146

STRO-1y CD146

STRO-1, CD24 y CD29

Nestin,
Notch-1

STRO-1 vy

Osteoblastos
Adipocitos
Condrocitos

Odontoblastos

Osteoblastos
Adipocitos
Condrocitos

Odontoblastos

Osteoblastos
Adipocitos
Condrocitos

Odontoblastos

Osteoblastos
Adipocitos
Condrocitos

Odontoblastos

Cementoblastos

Células neurales
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3. Reprogramacion celular

La mayoria de las células de un organismo multicelular a medida que se
desarrolla aumentara inevitablemente los niveles de diferenciacién
haciéndose estas células mas especificas en su diferenciacion. Hasta
finales del 2009 las lineas celulares iPS se han generado en varias
especies animales, como el raton, humano, mono Rhesus, rata y cerdo,

sin embargo la eficiencia de estas células sigue siendo baja.46

El descubrimiento de una tecnologia consistente y fiable para reprogramar
células somaticas a células madre pluripotentes, denominadas células
madre pluripotentes inducidas (iPS), ha abierto una nueva pagina para la
medicina (Fig. 26). La contribucion mas importante de las células iPS a la
biologia y la medicina se puede resumir de la siguiente manera: (1) la
comprensién de la diferenciacion celular y la desdiferenciacion, (2) la
posibilidad de establecer células iPS individualizadas para aplicaciones
clinicas sin la necesidad de recolectar células madre de embriones y (3) la
generacion de células iPS especificas del paciente para el estudio de los

antecedentes genéticos y mecanismos de la enfermedad. *’

Fig. 26 Aplicaciones de las células madre pluripotenciales inducidas. Tomado de
http://neurociencia-neurofilosofia.blogspot.mx/2012/10/reprogramacion-celular-una-

promesa.html
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En el humano, las células derivadas del liquido amnidtico, los
queratinocitos, fibroblastos derivados de células madre embrionarias,
células sanguineas CD34 y las células madre mesenquimales de los
tejidos dentales han demostrado que pueden ser reprogramadas hacia
células iPS. Con la finalidad de lograr la reprogramacion de células madre
somaticas a células madre con capacidad pluripotente. Los métodos mas
usados y estudiados han sido la transferencia nuclear, la fusion celular y
el uso de factores de transcripcion como Oct4, Sox2 y Kif4. Otra
alternativa es no utilizar estos genes y sus productos en absoluto, sino a

utilizar por la estimulacion quimica.46’ 47

3.1Transferencia Nuclear

Durante la década de 1950, Briggs y King establecieron la técnica de
SCNT o "clonacion", para investigar el potencial de desarrollo de nucleos
aislados de embriones en etapa tardia y renacuajos, para trasplantarlos
en ovocitos enucleados. Este trabajo mostré que las células diferenciadas
de anfibios conservan la informacion genética necesaria para apoyar la
generacion de ranas clonadas. La principal conclusion de este trabajo era
que el desarrollo impone reversible epigenética mas que cambios
genéticos irreversibles en el genoma durante la diferenciacién celular. La
clonacion de la oveja Dolly (Wilmut et al 1997) (Fig. 27) y otros mamiferos
a partir de células adultas, mostré que el genoma de las células incluso
totalmente especializadas, sigue siendo genéticamente totipotentes. Sin
embargo, la mayoria de los animales clonados presentan alteraciones
fenotipicas severas y anormalidades de expresion de genes, lo que
sugiere que la SCNT resulta en la reprogramaciéon epigenética

defectuosa.*®
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Fig. 27 Creacion de Dolly mediante transferencia nuclear. Tomada de
http://pruebairismaria.wikispaces.com/9.5.-
+Las+c%C3%A9lulas+madre.+Clonaci%C3%B3n

3.2 Fusion de células pluripotentes y multipotentes

Mientras SCNT es una herramienta poderosa para investigar el potencial
de desarrollo de una célula, es técnicamente dificil y no muy adecuado
para estudios genéticos y bioquimicos. Por lo tanto, otro avance
importante hacia el aislamiento de iPSCs fue el establecimiento de lineas
celulares pluripotentes de teratocarcinomas, tumores derivados de las
células germinales. Estas lineas celulares se llaman las células de
carcinoma embrionario (CEC) y pueden ser expandidas en cultivo,
manteniendo su pluripotencia. Es importante destacar que cuando los
CEC se fusionaron con células somaticas, las células hibridas resultantes
adquieren propiedades quimicas y de desarrollo de CEC y extinguen

caracteristicas de la fusién somatica.*®
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3.3 Factores de Transcripcion

El tercer principio que contribuyé al descubrimiento de pluripotencia
inducida fue la observacién del linaje asociado a los factores de
transcripcion (Fig. 28), que ayudan a establecer y mantener la identidad
celular durante el desarrollo, por la conduccién de la expresion de genes
especificos de cada tipo de células, mientras que suprime los genes

inapropiados.*®

Induction of pluripotent stem cells

Sarmatic cells are obtained from
adult organism.

The reprogramming factors are
introduced into the cultured
somatic cells.

The cells are grown under ES cells
conditions, After 2-3 weeks, iP5 cells
emerge.

These induced pluripotent stem
cells may be differentiated into

-

O N
o O various cell types for regenerative
medicine applications.

iP5 cells

Fig. 28 Reprogramacion de células adultas mediante el uso de factores de trascripcion.

Tomada de: http://www.invivogen.com/review-ipsc
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4. Reportes de uso

A pesar de que no puede haber muchas definiciones diferentes de
medicina regenerativa, en la practica, el término ha llegado a representar
las aplicaciones para reparar o reemplazar tejidos estructurales y
funcionales, incluyendo los huesos, los cartilagos y vasos sanguineos,
entre otros dérganos y tejidos. La ingenieria de tejidos se basa en los
principios de la biologia del desarrollo molecular. Los tres componentes
principales de la morfogénesis y la ingenieria de tejidos son: Las sefales

inductivas, la respuesta de las células y los andamios. 2

Actualmente existen dos enfoques principales en la regeneraciéon de

dientes.

¢ Mediante el uso de los principios de la ingenieria de tejidos
e Por la reproduccion de los procesos de desarrollo en la formacion

del diente embrionario

Debido a su versatilidad las células madre de la pulpa dental (DPSC) se
han utilizaron para el tratamiento de infarto al miocardio, para
regeneracion de tejido nervioso, en el tratamiento de distrofia muscular,
para isquemia muscular, explotando las capacidades angiogénicas y

finalmente en regeneracion corneal.*

Sin embargo debido a la pérdida de su capacidad de autorenovacion
asociada a la senescencia de la funcion en el MSC cultivadas in vitro

pueden presentar un obstaculo para la aplicacion terapéutica.*®

Sobre la base de los principios basicos de la ingenieria tisular, Peter
Murray identific6 varias areas de investigacion que podrian tener

aplicaciones en el desarrollo de estas técnicas, que son:
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I.  Endodoncia

Se ha explorado en ratones que tejido similar a la pulpa se puede
regenerar en un espacio del conducto radicular, si es llenado por las
células madre de la papila apical y pulpa dental que dan origen a las

células similares a odontoblastos.
» Terapia con células madre postnatales

El proceso consta de células madre postnatales (derivadas de la piel, la
mucosa bucal, grasa y hueso) que se inyecta en los sistemas de
conductos radiculares desinfectados después de abrir el apice. Tiene
muchas ventajas como la recoleccion y la entrega de las células madre
autégenas por medio de una jeringa, siendo relativamente facil asi como
el alto potencial de estas células para inducir la regeneraciéon de pulpa
nueva. Sin embargo, hay varias desventajas, como que las células
pueden tener una baja tasa de supervivencia y pueden migrar a diferentes

lugares dentro del cuerpo. ®
» Implantacién Pulpar

Las células de la pulpa pueden ser cultivadas en filtros de membrana
biodegradables para transformarse de cultivos bidimensionales a cultivos
tridimensionales. La facilidad de cultivo de estas células en los filtros en el
laboratorio, para la evaluacion de la citotoxicidad de los materiales de

ensayo, es reconocido como el principal ventaja de este sistema. *
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[I. Periodoncia

El uso de factores de crecimiento y diferenciacion para la regeneracion de
tejido periodontal es el enfoque mas popular en la ingenieria de tejidos.
Hasta la fecha varios factores de crecimiento, incluyendo (TGF-B) y
factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF), se han utilizado
como un método a base de proteinas para regenerar los tejidos
periodontales. Varios estudios preclinicos usando MSCs han demostrado
la reconstruccion eficiente de los defectos dseos grandes (Fig. 29). Se ha
demostrado que el tejido similar al PDL se puede desarrollar a partir de
células progenitoras periodontales y a partir de células madre
mesenquimales al ponerse en contacto con cualquiera de los factores de
PDL. %

Fig. 29 Defecto 6seo. Tomada de

http://www.oralsurgerytube.com/newsletters/actualizaciones-

ost/03mar2013/actualizaciones-oralsurgerytube.com.html
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lll.  Cirugia maxilofacial para reconstruccion craneofacial

Se han utilizado en la ingenieria de tejidos de una articulacion
temporomandibular en forma humana. Utilizando células derivadas de
MSC encapsulados en un hidrogel que fue moldeado dentro de coéndilo
mandibular humano en capas aun integradas de cartilago y hueso. Los
injertos osteocondrales, en forma de ATMs humanas, fueron implantados
en ratones inmunodeficientes durante un lapso de 12 semanas donde los

condilos articulares mandibulares conservaron su forma y dimensiones.

Las MSC derivadas de médula hueso estan ahora bajo consideracion
para la reparacion de hueso craneofacial e incluso la sustitucion o
regeneracion de los tejidos orales. La reconstruccion de defectos
craneofaciales y dentales usando MSC evita muchas de las limitaciones
de técnicas aloinjerto. Se estan llevando a cabo estudios clinicos
utilizando células madre para el aumento de la cresta alveolar y defectos

de huesos largos.*®

En 2007 se publicé un estudio para la formacién de los dientes en la
mandibula del ratén. Se sembraron células madre mesenquimales y del
epitelio dental en una gota de gel de colageno, posteriormente se
implantaron en la cavidad dental de un raton. El germen del diente de
bioingenieria, condujo a la formacién de un diente estructuralmente
correcta con odontoblastos, ameloblastos, pulpa dental, vasos
sanguineos, corona, ligamento periodontal, raiz y hueso alveolar. Se
concluydé que la implantacién en la mandibula permitié el desarrollo, la

maduracién y la aparicién del diente.*

55

.t 3
®o

1904




APLICACION ACTUAL DE LAS CELULAS MADRE EN ODONTOLOGIA.

Otro estudio de 2009, demostro la sustitucion del diente funcional exitosa
en el ratdn por el trasplante de un diente de bioingenieria en el hueso
alveolar, en la zona del diente que falta. Epitelio dental y las células
mesenquimales de dientes molares germinales derivadas de células
madre se cultivaron y se combinaron con un biomaterial, antes del
transplante en el hueso alveolar del ratén en el area de los dientes que
faltan. El primer molar superior se extrajo y el trasplante tuvo lugar tres
semanas mas tarde, para permitir la rehabilitacién fisica de la cavidad
dental y epitelio de la cavidad oral. Finalmente se demostré que el diente
de bioingenieria que emergié en el area oral tenia la construccion correcta

y la dureza de los tejidos necesaria para la masticacion.*
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5. Conclusiones

A partir del momento de la fecundacién pueden encontrarse células
madre en cada etapa de la vida intrauterina, conforme avanza el
desarrollo embrionario estas células disminuyen su potencialidad y
capacidad proliferativa hasta llegar a la multipotencialidad al momento del

nacimiento, caracteristicas que perduran durante la vida adulta.

Las células madre de tejidos dentales han demostrado ser una buena
fuente de células madre mesenquimales, debido a las ventajas que
ofrecen sobre otras células madre, como pueden ser los procedimientos
de recoleccion minimamente invasivo, costos bajos o su alto potencial de

proliferacion.

En los tejidos dentales las células madre han mostrado tener la capacidad
de diferenciarse en tejidos de origen ontogénico y no ontogénico por lo
que se abre la posibilidad de que sea ocupadas como terapia
regenerativa en distintos tipos de enfermedades, sin embargo a medida
que aumenta la edad de los individuos se reduce el numero de sitios de
obtencidon de células madre dentales, ademas su potencial de
proliferacion y diferenciacion pueden verse modificados por el

envejecimiento, procesos inflamatorios o infecciosos.

No se han reportado gran cantidad de transplantes células madre en el
campo odontolégico en humanos, sin embargo los avances que han
mostrado en la regeneracion de tejidos dentales y craneofaciales a través
de la experimentacion con animales abre la posibilidad de que estas
células puedan ser utilizadas en el futuro como alternativas de tratamiento

en una gran variedad de afecciones odontolégicas.
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6. Glosario

Masa celular interna: Grupo de células en el interior del blastocito. Estas

células dan lugar a que el embridon y en ultima instancia el feto.®

Blastocito: Un embrion preimplantatorio de aproximadamente 150 células
producidas por la divisién celular después de la fertilizacion. El blastocito
es una esfera formada por una capa exterior de las células (el trofoblasto),
una cavidad llena de liquido (el blastocele), y un grupo de células en el

interior. °'
Mesénquima: Tejido conectivo inmaduro embriénico. °

Célula madre: Células con la capacidad de dividirse por periodos

indefinidos para dar lugar a células especializadas. '

Diferenciacién: EI proceso por el cual una célula embrionaria no
especializado adquiere las caracteristicas de una célula especializada,

tales como un corazon, higado, o de células de musculo. *'

Gastrulacion: Proceso en el que las células proliferan y migran dentro del
embrion para transformar la masa celular interna de la etapa de blastocito

en un embrién que contiene las tres capas germinales primarias. °

Medio de cultivo: Liquido que cubre las células en una placa de cultivo y
contiene nutrientes para nutrir y apoyar a las células. El medio de cultivo
también puede incluir factores de crecimiento afadidos para producir los

cambios deseados en las células. °’
Trabécula: Porcion porosa que recubre a la cavidad medular.?®

Estroma: Elementos del tejido conectivo que rodean y sustentan el

parénquima.?®
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Proliferacion: Expansion del numero de células por la division continua

de las células individuales en dos células hijas idénticas. *'

In vitro: En latin significa "en vidrio", en un plato de laboratorio o tubo de

ensayo; un ambiente artificial. 51

In vivo: Técnicas diagnosticas que se realizan en el propio paciente.®?

Matriz extracelular: Entidad estructuralmente compleja que rodea y
soporta las células que se encuentran en los tejidos de los mamiferos,
esta compuesta principalmente de 3 clases de moléculas: 1. Proteinas

Estructurales. 2. Proteinas Especializadas. 3. Proteoglicanos.*

Criopreservacion: Mantenimiento de la viabilidad y funcionabilidad

celular a temperaturas bajas.>*
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