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INTRODUCCION

Anteriormente la ciencia sélo se basaba en la observacién y se sabia que el
hombre estaba formado por fragmentos muy pequefios que componian un
todo, pero no se conocian, por falta de avances técnicos y cientificos. Anos
después con la entrada de grandes avances cientificos y la llegada del
microscopio, observaron que la célula constituye la unidad estructural y
funcional basica que compone a los seres vivos, que no hay unidad de vida
auténoma mas diminuta que la célula y una célula proviene de otra. Sin duda
alguna el pensamiento cientifico ha ido creciendo en el ambito de la salud, por
tanto el regenerar un tejido puede ser la gran incégnita que se ha ido
resolviendo al paso de los afios. Pero hoy en dia, se han descubierto por
numerosas investigaciones y extenuantes experimentaciones con ayuda de la
bioingenieria, las caracteristicas y cualidades que poseen células madre (CM).
Estas se encuentran en todos los organismos multicelulares, tienen la
capacidad de autorrenovarse, proliferarse y diferenciarse, a su vez se
clasifican segln su potencial, para formar células especializadas como
totipotenciales, pluripotenciales y multipotenciales, por su estado evolutivo en
embrionarias y adultas, también llamadas postnatales. Las células de la pulpa
dental derivan de las células que poseen un potencial de multidiferenciacién y
pertenecen al grupo de las CM adultas con capacidad osteoodontogénica,

adipogénica y neurogénica.
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El campo odontoldgico ha buscado, no sélo la rehabilitacidn funcional, estética
y artificial, sino busca la regeneracién autéloga de los tejidos dentales. Hoy en
dia disponemos de nuevos tratamientos basados en las células madre de la
pulpa dental (CMPD) que seran investigados a profundidad, para ser utilizados
en un futuro prometedor, ya que las CM de la pulpa dental presentan
propiedades inmunes de supresion muy similares a las de las CM
mesenquimatosas, por tanto son capaces de estimular nueva formacion de
tejido oseo, tejido periodontal y de la misma pulpa dental. Fueron las
primeras CM dentarias que se criopreservaron, ya que se considerd que habia
una comunidad de células multipotenciales en tejido dental de dientes
adultos, posteriormente se empezd a relacionar con estudios endoteliales y
vasculares, pero fue después de su aislamiento que se determinaron sus
caracteristicas. Actualmente se han estudiado sobre todo las CM de la pulpa
dental de los terceros molares, dientes primarios y dientes supernumerarios.
Tales células tienen gran capacidad de diferenciarse y su interaccién con
biomateriales las hace ideales para su regeneracion tisular. Existe una gran
desventaja de estas células, ya que pierden sus propiedades multipotenciales y
regenerativas en su expansion in vitro, esto se refiere que el experimento se

realizard en un ambiente controlado fuera de un organismo.

Mediante arduas investigaciones y experimentos se ha alcanzado Ila
regeneracion de distintos tejidos pertenecientes a la cavidad bucal, como la
pulpa, la dentina y el hueso alveolar, mediante la multiplicacién de las células,
la agregacién de marcadores de diferenciacidon y un ambiente propicio para su

desarrollo.
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GENERALIDADES

Las células son las unidades bdsicas de las que estan compuestos los seres
vivos, son tan pequeias que no se pueden ver a simple vista, es por eso que su
estudio y conocimiento han ido unidos al invento y desarrollo del microscopio.
La aparicion de éste permitid el estudio de las primeras células y desde hace
algunas décadas se dispone de potentes microscopios electrénicos, que
permite gran numero de aumentos y una observacién detallada de los
organismos. Hoy en dia sabemos que la mayoria de los organismos que
existen, son células o estdn compuestos en cantidades variables que pueden
disponer billones de ellas los organismos mds complejos. Cada célula puede
ser diferente y en tamafios variables, sin embargo todas las células contienen
los mismos elementos y procesos celulares. Todas estas células de las que
estamos constituidos forman la mayoria de los seres vivos y estan formados

(Figura: 1)

por tres elementos basicos , que son el nucleo, citoplasma y membrana.

1,2.

Plasmalema

Figura: 1. Esquema fl s Ciema

: |
55— ——— Nucleolema

de la célula. *

Ncleo

Sin embargo no fue suficiente el uso de instrumentos o técnicas que
permitieran observar cada fendmeno y cada estructura para poder explicarlos

y entenderlos, sino fue necesario contar con marcos conceptuales para poder
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interpretarlos. Es el momento cuando nace el planteamiento de la teoria
celular, casi a mediados del siglo XIX Schliden desarrolla la teoria celular para
el reino vegetal y Schwann para el reino animal y describe que es un
reconocimiento de que la célula es el elemento fundamental del organismo, al
gue se deben trasladar todos los procesos vitales y tanto las plantas como los
animales son agrupaciones de estas unidades vivas potencialmente
independientes. Su mayor logro fue idear y publicar una teoria coherente de
las células. Hoy en dia se aceptan cuatro proposiciones fundamentales: a)
todos los organismos estdn compuestos por células; b) en ellas tiene lugar las
reacciones metabdlicas del organismo; c) las células provienen de otras células

preexistentes; d) las células contienen el material hereditario. 32

Actualmente existen 4 millones de especies diferentes y existen dos grupos
celulares: los procariontes y los eucariontes, la caracteristica mas importante
para darle nombre a estos dos grupos, fue la presencia o no de nucleo. Los
eucariontes (del griego eu, verdadero y karyon, nucleo) tienen su material
genéticos encerrado en una envoltura o doble bicapa de fosfolipidos, mientras
gue los procariontes (pro, antes) lo tienen en el citoplasma. EIl nombre sugiere
que los procariontes son los mas antiguos en el planeta. Carl Woese infirid la
existencia de tres grandes divisiones o dominios en las que se podian agrupar
todas las especies bioldgicas. Los dominios bacteria y Archaea incluyen a todos
los procariontes y el dominio Eukarya agrupa a los protistas, hongos, las
plantas, también a los animales y éstas se diferencian principalmente por su
estructura. Todas estas células tiene gran importancia para nuestro planeta, a

pesar de que algunos son patdégenos para el ser humano, las mayoria son
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indispensables para el desarrollo de la vida en la Tierra, ya que casi todos los
gases de la atmdsfera son subproductos del metabolismo de los procariontes.
Las células eucariontes como hemos mencionado antes, pertenecen al grupo
Eukarya, las cuales contienen compartimentos donde se desarrollan diversas
funciones, como el nucleo, mitocondria, cloroplasto, reticulo endopldsmico,
aparato de Golgi, peroxisomas vy lisosomas, asi como también componentes
muy organizados como el citoesqueleto. Ademds tienen la capacidad de

(Figura 2)

dividirse por mitosis, éstas presentan DNA en el nucleo ,Sin embargo el

DNA es similar al de las procariontes. %

El nicleo es el que contiene la mayoria del genoma en eucariontes y partir de
ahi se expresan los genes, los ribosomas forman las proteinas a partir del
MRNA, estas se pueden sintetizar en los ribosomas libres o en el reticulo
endopldsmico rugoso, que es el lugar de plegamiento, en cambio en el reticulo
endopldsmico liso se sintetizan casi todos los lipidos necesarios para la
formacién de membranas, a su vez, en el aparato de Golgi se reciben las
proteinas provenientes del reticulo endoplasmico, terminando su
procesamiento. Los lisosomas provienen del aparato de Golgi e intervienen en
la digestion celular de sustancias tomadas del exterior, asi como también la
eliminacion de organelos que la célula tiene que desechar, los peroxisomas
tienen diferentes funciones, como la degradacion de lipidos o la sintesis de

proteinas y la mitocondria que es el centro metabdlico por excelencia. g™

2)2,3
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Cromosoma

Figura: 2. Anatomia de la

célula.*

Ribosomas

Mitocondria

Aparato de Golgi Reticulo Endoplasmico

“En general, el material genético de los cromosomas, se encuentra organizado
en secuencias de nucledtidos llamadas genes. Los genes portan informacion
esencial para el funcionamiento de la célula y por tanto, deben distribuirse en

forma equitativa entre las células hijas”.

Las células que se dividen pasan a través de una secuencia constante, regulary
repetitiva de crecimiento y divisidn, llamada ciclo celular, el cual se divide en
tres fases, que es la G1-S-G, y M. Nos basaremos en la division celular de los
eucariontes ya que constituyen las células de nuestro organismo, y tienen una
division mas compleja de pasos llamada mitosis, en donde un conjunto
completo de cromosomas es asignado a cada uno de los dos nucleos hijos4. Es
de gran importancia la division celular, como sabemos, la CM puede dar lugar
a células hijas, es aqui cuando aparece su valor. Después de varias
investigaciones y afios de arduo trabajo, comprendieron que estas células se
distinguian por poseer capacidades y caracteristicas diferentes, a las que hoy

en dia conocemos y llamamos células madre.Fgu2:3)°
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Célula
ED ]

Progenitora Tipo

Diferenciacion Célula

Madura
Tipo Il

Figura 3: Esquema de la

diferenciacion.®

Durante siglos el hombre ha tratado de comprender la capacidad del cuerpo
para reparar o reemplazar las células y tejidos del organismo. Por tal motivo,
ha enfocado su maxima atencidn tanto a comprender como a analizar los
mecanismos de reparacidon y regeneracidén tisular, profundizando su
investigacion en las CM. Estas son células que se encuentran en todos los
organismos y que tienen la capacidad de dividirse a través de la mitosis, a su
vez diferenciarse y autorrenovarse en varios tipos de células especializadas, lo

. .. 7
cual se le denomina plasticidad.”®

Estas se clasifican por su potencial de diferenciacién, para formar células
especializadas en totipotenciales ya que son capaces de generar cualquier
célula del organismo, tanto somdticas como germinales. Las CM
pluripotenciales son capaces de generar diferentes tejidos o células

pertenecientes a diferentes tejidos de las tres capas germinativas y las células
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multipotenciales, aunque son capaces de generar distintos tipos celulares su
capacidad es menor y en un principio sélo son capaces de generar tejidos
derivados de la misma ldmina embrionaria. De igual manera pueden
clasificarse segun por su estado evolutivo en embrionarias y adultas, también

llamadas postnatales. % %?

Las CM de la cavidad bucal, como las de pulpa dental, poseen un potencial de
multidiferenciacién, que pertenecen al grupo de células adultas o postanatales
con capacidad osteoontogénica, adipogénica y neurogénica, estas son células
indiferenciadas en un tejido u érgano y pueden renovarse y diferenciarse en

(Figura: 4)

tipos de células especializadas , jugando un papel muy importante en la

reparacion de tejidos.®

ESMALTE Y

]CORONA

CELULA MADRE

Figura 4: Células madre en pulpa

dental.!

Para entender mejor la formacion de los tejidos dentales por medio de las CM,

tenemos que entender la odontogénsis del érgano dental, y las capas que
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formaran las piezas dentarias que son, el epitelio ectodérmico que dard
origen al esmalte y ectomesénquima. A su vez originara al complejo pulpo-
dentinario, cemento, ligamento periodontal y hueso alveolar. La
odontogénesis es inducida por el ectomésenquima, estimula al epitelio bucal
gue reviste al estomodeo. Esta induccién esta mediada por agentes quimicos

que actuan en distintas fases de la odontogénesis.*?

En este proceso vamos a distinguir dos fases, la morfogénesis o
morfodiferenciacion, que consiste en el desarrollo de los elementos coronarios
y radiculares, asi como el desplazamiento y organizacion de poblaciones
celulares, epiteliales y mesenquimatosas. La segunda fase que es la
histogénesis o citodiferenciacion que da origen a varios tipos de tejidos
dentarios, que son el esmalte, la dentina y patrones de la pulpa previamente

12,1
formados.*>

La pulpa es tejido conectivo vascular, el cual estd rodeado de dentina y
contiene una poblacidn heterogénea de células, entre ellas: los fibroblastos,
odontoblastos, células sanguineas, células de Schwann, células endoteliales,
mesenquimatosas indiferenciadas. Las células madre de la pulpa dental se
encuentran en dos zonas, la pulpa dental propiamente dicha y en la zona rica
de células.’Estudios clinicos, muestran la habilidad de las células pulpares a
diferenciarse en odontoblastos para reparar dafios a la dentina. Ademas de
gue la mayoria de las células corresponden a las mesenquimatosas vy
fibroblastos, éstas son capaces de crecer en cajas de cultivo, siendo utilizadas

para estudiar la diferenciacion de las células pulpares.®®’
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Las caracteristicas in vitro mas importantes de las Celulas Madre de la pulpa
dental (CMPD), es que tienen multipotencialidad con capacidad osteo-
dentinogénica, adipogénica, neurogénica, condrogénica y miogénica. Las in
vivo (entiéndase como in vivo a “lo que ocurre o tiene lugar dentro de un
organismo) se caracterizan por la formaciéon de tejido ectépico, complejo
dentino-pulpar, células similares a los odontoblastos y tejido de origen similar.
Las CM de los dientes deciduos exfoliados (CMDED) tienen excelentes
propiedades y sus capacidades in vitro poseen multipotencialidad con
capacidad dentinogénica, adipogénica, neurogénica, condrigénica y de
osteoinduccién. Las técnica in vivo tienen capacidad de formacién de tejido
ectdpico, tejido similar al dentino-pulpar, células similares a los odontoblastos

y posible formacién ésea.® **

Por tanto creando un medio idéneo se puede inducir a las células madre
pulpares a diferenciarse en células de tipo odontoblastos, osteoblastos,
cementoblastos y generar un complejo dentino-pulpar. Estas residen en la
periférica de la microvasculatura pulpar favoreciendo la angiogénesis y
homedstasis de los vasos sanguineos. El origen de la dentina guarda relacion
con la creacién de la pulpa ya que a partir de las CMPD ésta genera dentina
reparativa y a su vez propiamente dentina. La capacidad de la pulpa dental
para formar dentina reparadora in vivo, nos permite asumir que la pulpa
dental puede contener células progenitoras. Por otra parte, el esmalte por no
contener células no es capaz de regenerarse y cualquier deterioro que sufra
es irreversible para su reparacién, sin embargo, se ha disefiado un esmalte

gue imita la formacién de los prismas dando la apariencia a esmalte natural, la
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diferencia es que es mas resistente y contiene fllor, estos prismas ya no son
compuestos de hidroxiapatita sino son disefiados como nanopatitas por la
bioingenieria. Esto es un gran avance para la ciencia en odontologia, pero aun
faltan mas investigaciones para saber mas a detalle, las caracteristicas y
funciones de estos elementos creados para tener resultados satisfactorios y
seguros para la aplicacion en humanos. Las CMPD han demostrado su
potencial de regeneracién de los tejidos humanos dentales in vivo, por medio
de atenuantes investigaciones a lo largo de estas décadas el cultivar, regular la
supervivencia, diferenciacién y proliferacion in vitro e in vivo de éstas células,
es un campo abierto de investigacion para la ciencia, sin embargo la extraccién
de las CM es simple, pueden aislarse y ser criopreservadas de manera dptima

para ser guardadas en bancos y utilizadas en clinica.” ®

Las CMPD fueron inicialmente identificadas en el afio 2000 por Gronthos y
cols., basandose en sus rasgos de formar colonias Unicas de cultivo. Gracias ya
a varios estudios sabemos que las células madre son de gran importancia en
el estudio de la regeneracidn tisular, ya que tiene varios beneficios en el
ambito odontolégico, tanto en la reparaciéon de tejido dental como es el
ligamento periodontal, dseo y posiblemente en algunos anos incluso la

.y P 7,1
regeneracion de un érgano dental completo. 7 *°
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Capitulo |

1. La célula

Todo ser humano estd hecho de huesos, musculos, nervios, venas, arterias y
sangre, todo esto a su vez esta compuesto de la unidad basica de la que estan
formados la mayor parte de los seres vivos, son tan pequefias que no se
pueden ver a simple vista, es por eso que su conocimiento nos ha llevado
ahora a investigar, crecer e ir avanzando en este mundo de la ciencia. El ser
humano estd compuesto por células y éstas son las unidades vivientes mas
pequefiias, capaces de tener una existencia independiente, ya que llevan a
cabo los procesos vitales de absorcidn, asimilacidn, respiracién, excitabilidad,
conductividad, crecimiento, reproduccién y excrecion. Todas ellas varian en su
tamafo, forma y funcién, pero independientemente de todo ello comparten

(Figura: 1.1)

caracteristicas comunes con otras células, como es citoplasma vy el

nucleo.®®

Figura 1.1: La célula."’
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1.1. Antecedentes historicos

Por naturaleza el hombre se basa en la observacién y siempre se ha planteado
conceptos y teorias que van creando un conocimiento, el deseo de irlo
incrementando lo llevé al descubrimiento del microscopio a mediados del
siglo XVII y asi conquistd un mundo que era inaccesible para el ojo humano.
Fue entonces cuando Robert Hook en 1665 descubre que el tejido vegetal esta
compuesto por pequenas cdmaras, descritas en su libro “Microscopia”, en
donde muestra imagenes de celdas de corcho, el cual notd que era poroso y
esos poros en su conjunto formaban cavidades poco profundas a modo de
cajas que llamo “células”. Hook sdélo observé células muertas pero poco
tiempo después Marcelo Malphigui, anatomista italiano observé células vivas y
fue el primero en estudiar tejidos vivos al microscopio. Tiempo después un
renombrado fabricante de microscopios llamado Anton Van Leeuweenhoeck

, . . . , Fi :1.2
construyd uno de los mejores microscopios de la época (Figura: 1.2)

, graciasaello
fue el primero en observar y dibujar una célula viva, también descubrid
diferentes tipos de células como los protozoarios, espermatozoides vy

. 2
bacterias. >

Figura: 1.2 Microscopio de

Anton Van Leeuwenhoeck."
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Las estructuras celulares observadas principalmente en las plantas, revelaban
la existencia de pequefias vesiculas y elementos sélidos que las rodeaban (las
paredes celulares), pero estas estructuras las veian s6lo como un componente
mas de la planta. Se discutia el modo de cémo se formaban pero nadie dio
una propuesta aceptable. En el siglo XVIII las observaciones botanicas eran
muy conocidas, pero no tenian un estudio serio. La microscopia animal se
enfrentaba a problemas mds serios, ya que los tejidos vegetales y animales
eran mas dificiles de manipular y observar. Tiempo después se despertd el
interés por la anatomia microscdpica vegetal y fue cuando Charles Brisseau-
Mirbel declaré que las células se encontraban en cualquier parte del
organismo y especulé la forma en que se producian. Aunque todos sabian que
las plantas estaban compuestas por células, describian sus formas y
componentes (por ejemplo Antén Van Leewenhoeck, descubrié el nucleo vy
nombrado tiempo después por R. Brown), nadie estaba seguro que podia ser
una célula. Concretamente, en 1839 Theodor Schwann y Mathias Jakob
Schleiden fueron los primeros en lanzar la teoria celular, que surge adn cuando
no se contaban con instrumentos o técnicas que permitieran observar las
estructuras o fendmenos vivos para poder entenderlos y explicarlos, también
fue necesario contar con marcos conceptuales que permitieran interpretarlos
y ésta se define como “La teoria celular” que puede resumirse en que la célula
constituye la unidad estructural y funcional basica que compone los seres
vivos, no hay unidad de vida auténoma mas pequefia que la célula y una célula
proviene de otra. Su logro fue idear y publicar una teoria coherente de las

células. Hablando de la continuidad de las células por medio de su divisidn y
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que era la unidad metabdlica fundamental, ain cuando en ese momento no se

conocia muy bien el funcionamiento metabdlico de ella. *?2

Hacia 1860 habia varios investigadores que se dedicaban a observar casos de
formacién celular por medio del analisis de la division celular de las ya

preexistentes. 2

Esto a su vez combinado con el gran avance de los estudios embrionarios,
permitid comprender que la continuidad de la vida podria interpretarse como
divisiones celulares a gran escala. De este modo, la célula fue vista como la
unidad estructural y funcional de todos los seres vivos y que era comun en

todos ellos. 3

En 1875 se declard que la célula poseia un nucleo, el cual contenia estructuras
especializadas y que contenia una sustancia con gran complejidad fisica y
quimica. De ahi las investigaciones sobre la célula siguieron creciendo. Afios
después Rudolph Virchow aplicd la teoria celular en la patologia. Ya que él
consideraba la enfermedad como un trastorno metabdlico y eso lo llevd a
plantear que la célula tendria que ser la unidad organizada mas pequefia y
probablemente incompresible de la actividad fisiolégica. Virchow agregd el
aforismo “ovnis cellula e cellula”, que indica que una célula proviene de otra
preexistente. Esto hecho y aunado a los experimentos de Pasteur, llevaron a
desacreditar la generacion espontdnea en el pensamiento bioldgico. La teoria
celular ilumind todos los campos de la investigacion bioldgica y establecié que

cada célula se forma de la divisién de otra célula, a este proceso se le conocio
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como mitosis. Se reconocid que el individuo es el resultado de las actividades,
funciones e interacciones de las células y por medio de esta teoria, se
desarrolld la investigacidn bioldgica, permitiendo conocer mas acerca de la
diferenciacién, organizacién y desarrollo de los organismos a partir de la
célula. Actualmente se sigue tomando en cuenta la teoria celular y sus cuatro
proposiciones fundamentales que son, que todos los organismos estan
compuestos por células, que donde tienen lugar las reacciones metabélicas del
organismo, que las células provienen de otras células preexistentes y por

dltimo que las células contienen material hereditario.* ?

Hoy en dia la célula la definimos como la unidad estructural y funcional de los

organismos, por lo tanto la unidad fundamental de la vida. o

1.2. Tipos de células

Hay distintos tipos de células pero se pueden agrupar en dos tipos celulares
gue son procariontes y eucariontes. Es decir que de acuerdo al DNA que se
encuentra en el citoplasma o contenido por una doble membrana se
distinguen las células eucariontes y procariontes. La caracteristica que se tomé

. . . 2
en cuenta para darle nombre fue la ausencia o presencia de nucleo.

1.2.1. Las células procariontes

Estas son las mdas antiguas en el planeta, son células anucleadas (gr. Protos,

primero), incluyen las bacterias y las cianobacterias, que son células primitivas
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y a partir de ellas evolucionaron las eucariontes. Las procariontes nunca
llegaron a alcanzar la complejidad y el tamafio de los eucariontes, quedaron en

dimensiones muy pequefias, por tanto se nutren bdsicamente por absorcion

(Figura: 1.3-1.4)

de material, sin embargo, poseen ciertas ventajas.

Membrana plesmética

Area nuclear {nucleoide)
que contiene el DNA

Cépsula
Pared celular
Membrana
plasmética
{citoplasmatica)

Pili

Figura 1.3 Vista microscdpica de una célula Figura 1.4 Esquema de una

. 19 . . 19
procarionte célula procarionte.

Generalmente se reproducen por fisidn o por otros mecanismos muy
sencillos. Son células unicelulares y su material genético, no se encuentra

rodeado de membrana. 2

Las procariotas se encuentran en el dominio Bacteria y Archaea. El dominio de
la Bacteria constituye la mayor parte de los seres vivos de constituyen nuestro
planeta, habitando desde el suelo hasta en ambientes acuaticos, realizando
diversas funciones, afectando la salud de varias especies, incluyendo al ser
humano. La Archaea, conocidas también como arqueobacterias, comprenden
un grupo que solo habita en ambientes de temperatura elevada o salinidad

extremas. En estos grupos se encuentran varios sobgrupos que se distinguen
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por el ambiente en que se encuentran mejor adaptados y se desarrollan, en
algunos de estos lugares se encuentra oxigeno abundante, por tal razén el
metabolismo de estos microorganismos es aerobio y otros estdn
practicamente privados de oxigeno, por lo tanto su metabolismo es anaerobio,
asi que los organismo anaerobios estrictos mueren en presencia de esta

molécula.” '8

Todas las procariontes tienen una estructura mas simple y carece de organulos
rodeados por membrana, su traduccidn y transcripcion se presentan
directamente acopladas en el citoplasma porque su DNA no estd encerrado en
su nucleo, por otra parte la mayoria de estas células usa su membrana
citoplasmadtica para generar energia y contiene genomas compactos vy

pequefios que estan constituidos por DNA circular.’’

Las caracteristicas mas significativas de estas células, ademas de que carecen
de envoltura nuclear, es que su ADN esta asociado con las proteinas histonas,
normalmente tiene una cadena larga de ADN, aunque puede tener hasta
cuatro cadenas idénticas, también poseen genes que contienen pldsmidos y
genes que son importantes para la bacteria. Presentan organelos
membranosos y muchas de ellas pueden presentar membranas internas que
desempefian funciones como la fotosintesis. Estas células no presentan
citoesqueleto, su reproduccidn se basa principalmente por biparticidon; la
célula primero duplica su material genético haploide, después aumenta de
tamafio para finalmente aparecer un tabique que divide en dos, otra manera

de reproduccién es por fendmenos de sexualidad, ya que intercambian su
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material genético entre bacterias de la misma especie, o en ocasiones, con
bacterias de especies diferentes. El tamafio de esta célula es muy pequefio, su
tamafio varia de entre 0.2 y 2.0 micras de didmetro y de 2 a 8 micras de
longitud, aunque también se conocen bacterias que se ven a simple vista como
Epulopiscium fishelsoni, por otra parte la nutricion de los procariontes es
bastante variada, como son los fotoautdétrofos, que utilizan la energia del Sol y
el biéxido de carbono, los heterdtrofos, que usan luz como fuente de energia y
compuestos orgdnicos como fuente de carbono. Los quimioheterdtrofos, que
como fuente tanto de energia, como de carbono, utilizan compuestos
orgdnicos y los quimioautétrofos, que obtiene la energia de la oxidacion de
compuestos orgdnicos, entre estos esta el sulfuro de hidrégeno, y el biéxido

de carbono como la fuente principal del carbono.*?

El grupo Archaea constituye un gran grupo de procariontes, entre ellos se
encuentran organismos metanogénos que obtienen su energia de la reduccién
de bioxido de carbono para producir metano, éstos se localizan en medios
anaerobios ricos en materia organica en descomposiciéon, como el tracto
digestivo de los animales, aguas estancadas, fuentes termales y el fondo de los
océanos. Los haldfilos (amantes de la sal) crecen usando como fuente de
energia proteinas, pero requieren de altas concentraciones salinas para
sobrevivir y los termdéfilos (amantes del calor), viven en fuentes termales
sulfurosas y en pilas humeantes de residuos de carbdn, uno de los sitios para
recolectar este tipo de procariontes es en el vulcanismo activo. Es de gran
importancia la existencia de los procariontes para nuestro planeta, porque a

pesar de que algunos son patégenos para el ser humano, la mayoria son

i

¥

LT

FACULTAD

DE
ODONTOLOGIA

UNAM
1904

il

”W



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

indispensables para el desarrollo de la vida en la Tierra, ya que casi todos los
gases de la atmdsfera son subproductos del metabolismo de estas células,
como el nitrégeno, constituyente fundamental de las proteinas y acidos

nucleicos. '

1.2.2. Células eucariontes

Se tiene la idea de que los primitivos eucariontes, debieron ser células simples
gue carecian de mitocondrias y cloroplastos, se dice que sufrieron proceso de
endosimbiosis, pero la hipdtesis mas aceptada propone que la aparicion de
mitocondrias y cloroplastos son el resultado de fusién de varias lineas de
bacterias y posiblemente de Archaeas. Varios autores comentan que las
bacterias aerobias establecidas permanentemente en las células eucariontes
primitivas, posiblemente les proporcionaban energia a cambio de alimento
seguro y alojamiento, después con el tiempo estos procariontes perdieron su
individualidad al transferir parte de su genoma a la célula hospedera y tiempo

, P . . . 1, 20,2
después, se formé la mitocondria en la célula. ***

Como ya hemos mencionado antes, estas células pertenecen al dominio
Eukarya, en la cual se incluyen a los reinos protistas, hongos, plantas y
animales. La caracteristica principal es que presentan compartimentos, donde
se localizan diversas funciones, los cuales estan separados por una membrana
citoplasmadtica. Estos compartimentos son llamados organelos, como el
nucleo, la mitocondria, el cloroplasto, el reticulo endoplasmico liso y rugoso, el

aparato de Golgi, los lisosomas, los peroxisomas y componentes muy
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organizados como el citoesqueleto. Generalmente las células eucariontes se
dividen por medio de la mitosis, un proceso muy diferente al de la biparticion
de procariontes (781518 Tles células no tienen plasmidos, pero presentan
DNA fuera del nucleo, en las mitocondrias y los cloroplastos, su DNA es similar

a la de los procariontes. %72

De esta misma forma, el grupo de procariotas sintetizadoras, presentan una
gran cualidad en aprovechar la energia solar y usar como fuente de carbono
una sustancia orgdnica. Se supone que estos procariontes fotoautétrofos
fueron los ancestros de los cloroplastos. La presencia de estos endosimbientes
que aprovecharon la energia, tuvieron gran impacto en la evolucién posterior

de los organismos multicelulares. *’-?

Citoplasma
(No seu interior estd
o hialoplasma no qual
flutuam os organsides
celulares)

Peroxissomo Complexs de Colgi

Figura 1.5: Vista microscépica de Figura 1.6: Morfologia de una

4, . 21 , . 22
una célula eucarionte. célula eucarionte.
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1.3. Caracteristicas fisiologicas de la célula

Las células poseen propiedades fundamentales vitales. Las funciones normales
de las células o expresiones vitales se considera que son, la absorcidn;
representa la capacidad celular de captar sustancias del medio exterior, la
secrecion; ya que tienen la capacidad de transformar moléculas absorbidas en
productos, que posteriormente son eliminados en forma de secrecidn, la
excrecion; las células tienen la capacidad de descartar productos de desecho
formados por sus procesos metabdlicos, respiracidn; la célula produce energia
mediante el oxigeno, en la oxidacién de nutrientes, irritabilidad; es la
capacidad de la célula de reaccionar ante un estimulo, conductividad; es la
capacidad de transmitir un impulso, contractilidad; posee la capacidad de
acortarse en una dimensién determinada, como reaccion ante un estimulo y la

reproduccidn ya que son capaces de renovarse por crecimiento y divisién.? >
1.4. Organizacion, estructura y funciones de la célula
La célula eucarionte contiene mayor numero de estructuras y posee organelos

membranosos y no membranosos distribuidos en todo el citoplasma de la

célula y que cada uno tiene una funcién diferente para su supervivencia. B3
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1.4.1. Nucleo

La célula se haya compuesto por un nucleo que es muy complejo en su
estructura, funcionamiento y actividad bioldgica, éste contiene, acido
desoxirribonucleico (ADN) y acido ribonucleico (ARN), que son estructuras
fundamentales para la vida. Este es redondo u ovoide, dependiendo de la

forma de la célula (Figura 1.7-1.8)

. Estd rodeado de una envoltura nuclear que
posee aberturas, llamados poros nucleares, esta envoltura estd compuesta de
dos capas de fosfolipidos similares a la membrana plasmatica de la célula,
también contiene cuatro nucléolos, que son cuerpos redondos, densos,
construidos por ARN contenido en el nucleo y estos nucléolos no poseen una
membrana limitante. Es una regidn especializada, donde se concentran
numerosos copias de DNA que poseen informacién para la sintesis de RNA de
los ribosomas. Este DNA de genoma nuclear se asocia con las proteinas
especificas conocidas como histonas y forman cromatina, que puede ser
compacta conocida como heterocromatina o extendida llamada eucromatina.
La eucromatina es activa, pues el DNA puede ser copiado a RNA, y la
heterocromatina es inactiva, pues sus genes no pueden ser copiados en RNA.
El intercambio selectivo que de proteinas y moléculas de RNA entre el nucleo y
el citoplasma se efectla a través de los poros nucleares. Los nucleos de las
células metabdlicamente activas replican DNA vy sintetizan los diferentes tipos

de RNA (ribosomal, de tranferencia, el mensajero) lugares del nucleo. 13,2017
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Membranas
Nucleares

Figura: 1.7 Vista microscépica del Figura 1.8 Esquema del
nucleo.” nucleo.”

1.4.2. Citoesqueleto

Es una malla tridimensional que tiene la funcién de estabiliza y mantener la
forma celular, organiza el citoplasma y participa en el movimiento. Se
caracteriza por su gran cantidad de filamentos de naturaleza proteinica,
distribuidos en el citoplasma celular, también existen proteinas accesorias,
que unen los componentes y tienen fundamental importancia para la funcién

del citoesquleto.”* %

Existen tres tipos de filamentos citoplasmaticos, los filamentos de actina, los
microtubulos y los filamentos intermedios, todos son diferentes en su
didametro, composicion proteinica y funcion, pero todos ellos participan en la
organizacién del citoplasma y organizaciéon de la célula. La ubicacion del
citoesqueleto dentro de la célula no es fija, pero en cambios como la mitosis y

citocinesis, los filamentos se organizan de forma especifica y ordenada en el
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(Figura: 1.9)

citoplasma, ademas contribuye el desplazamiento de los

componentes intracelulares y la movilidad de la célula como unidad.?%°

Microfilaments

Tt

Intermediate 4
filaments
Microtubules a (‘F ’ /.\ ‘}
i ‘ 4
JL LK =

Figura: 1.9 Esquema de filamentos del citoesqueleto.?®

1.4.3. Citoplasma

Este contiene las estructuras necesarias para la absorcién y la generacién de
productos celulares. El citosol es parte del citoplasma que contiene las
organelas y solutos, este utiliza los materiales captados por la célula para
producir energia, también actla en la excrecidén de los productos de desecho
y estas funciones son llevadas a cabo en el reticulo endopldsmico (Figura: 1.10)
Este estd limitado por la membrana celular y rodea al ntcleo o a la célula, es

aqui donde tiene lugar la mayoria de los procesos metabdlicos y son dirigidos

’ 1
por el nucleo celular.™
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Figura 1.10. El citoplasma celular.”’

1.4.4. Ribosomas

Son proteinas muy pequefias compuestas de proteinas y RNA ribosémico.
Actlan como una superficie para la sintesis de proteinas. Cada ribosoma se
compone de dos subunidades llamdas 50S y 30S, estos se encuentran en los
nucléolos. Son componentes esenciales para la sintesis de proteinas durante el
proceso de traduccién de la informacién genética codificada en la célula (Figura:
L1 Las proteinas se forman a partir de la unién de aminoacidos a través de un
enlace peptidico, las proteinas que se forman en el ribosoma a partir de
mRNA en donde siguen al menos dos rutas, que forman parte del citoplasma,
0 sea que las proteinas se sintetizan en los ribosomas libres y en otro caso,

pueden seguir la ruta cretora, que quiere decir que los ribosomas se asocian

. , / . 1,2
con el sistema de membranas del reticulo endoplasmico rugoso. ~
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Figura: 1.11. El ribosoma.”®

1.4.5. Reticulo endoplasmico rugoso (RER)

Es una red de sacos aplanados o cisternas, tubulos y vesiculas que se
encuentra constituida por una membrana continua que limita un espacio
denominado lumen. La unién de ribosomas a la superficie de la membrana del
RE le da la apariencia rugosa, de ahi deriva su nombre 8112 £ste participa
en la sintesis de proteinas ya que forma la base estructural para la sintesis y
distribucién de las proteinas en el interior de la célula. Es en éste organelo
donde se efectla el plegamiento de las proteinas y donde se inicia la adicidn
de los carbohidratos (glucosilacion), también es un sitio de control que

.. , . 2
elimina las proteinas que no se han modificado correctamente.”
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Figura: 1.12. Esquema de RER.”

1.4.6. Reticulo endoplasmico liso (REL)

Este carece de ribosomas y presentan una estructura tubular. Se encarga de
sintetizar gran cantidad de lipidos, donde se producen las actividades
enzimaticas necesarias para el metabolismo de algunos farmacos, compuestos
toéxicos y la sintesis de los materiales de secrecién. Puesto que los lipidos son

I (Figura: 1.13)' Los

hidrofdbicos, su sintesis no puede llevarse a cabo en el citoso
lipidos recién sintetizados, son transportados por medio de vesiculas o

mediante proteinas acarrareadoras.?*?
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Envuelta nuclear

Nucleo

Reticulo Eddoplasmatico

\ rugoso

Reticulo Eddoplasmatico liso

Figura: 1.13 Esquema REL.*

1.4.7. Aparato de Golgi

Este organelo tiene dos caras, una convexa llamada cis, que se encuentra
normalmente orientada hacia el nucleo y donde pasan las proteinas de un
saco a otro, hasta salir finalmente por la cara trans, después de haber sido
modificadas 7811 E| aparato de Golgi es estructuralmente asimétrico, él
recibe las proteinas sintetizadas por los ribosomas que se separan del reticulo
endopldsmico, se desplazan hacia él y es donde termina su procesamiento.
Este ayuda a clasificar, condensar, empaquetar y liberar las proteinas que
producen el RE, también guarda las proteinas modificadas en vesiculas, éstas
se dirigen hacia la superficie celular después de pasar por el aparato de Golgi y
por ultimo su contenido es descargado en el espacio extracelular circundante.
El aparato de Golgi continta con el proceso de glucosilacion que se inicio en el

RE, es decir, termina la formacidn de glicoproteinas, que incluye Ia
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modificacion y la sintesis de nuevos azlcares, para construir una variedad de

oligosacéridos, que daran especificidad a las proteinas que los posean.?®?

Figura: 1.14. Esquema del Aparato de Golgiy sus caras cis y trans.>

1.4.8. Lisosomas

Los lipidos y las proteinas finalmente son exportados hacia su lugar de destino
por medio de pequefias vesiculas, que se desprenden de la regién trans del
aparto de Golgi, denominadas lisosomas, son pequefios cuerpos rodeados de
membrana que contienen una variedad de hidrolasas. Estas se encuentran
dentro del aparato de Golgi para actuar en procesos de digestién intracelular.
Son vesiculas membranosas de enzimas digestivas muy activas, que pueden
degradar cualquier sustancia orgénica de importancia bioldgica 8 15 |4
digestion celular tiene lugar dentro del lisosoma y ademas éste proporciona
un material de defensa contra la invasion de bacterias y de otros agentes

extrafios. 1> 3?2
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LISOSOMA

Figura: 1.15. Estructura del lisosoma.*

1.4.9. Peroxisomas

Son organelos redondeados, unidos a la membrana que llevan a cabo diversas
funciones metabdlicas con sus 40 enzimas oxidativas, en especial oxidasa de

urato, catalasa y oxidasa de &cido A-amino (Figvra: 1.16)

. Al igual que las
mitocondrias, el peroxisoma utiliza la mayor parte de oxigeno disponible en las
células, también estan relacionadas con la sintesis de lipidos, asi como a su

degradacion. Se encuentran en el citoplasma de la célula eucariota.>?

Peroxisoma

Ribosomas

Figura 1.16. Ubicacion
de los peroxisomas en
la célula.*®

Mitocondria
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1.4.10. Mitocondrias

Cada mitocondria posee una membrana externa lisa y una membrana interna
plegada U2 117-118) £ |5 célula se presentan organelos, cuyas funciones es
generar moléculas energéticas, en este caso moléculas de ATP y se emplea
en todo tipo de trabajo celular. Este trabajo de energia se procesa en
pequefios organelos de formas variadas. La mitocondria se considera el centro
metabdlico por excelencia, en donde, mediante la oxidacidn de la glucosa y de
los acidos grasos, se sintetiza la mayor parte del ATP que requieren las células.
Estas efectian la combustién de los metabolitos procedentes de los nutrientes
(carbohidratos, lipidos y proteinas) para sintetizar la molécula energética por

excelencia, de la cual depende en gran medida la vida. 32

Membrana

Membrana
externa

intermembrana -
wwww.udg.co.cu/cm ap/b otanica

Figura: 1.17 Esquema 3D del Figura: 1.18. Esquema del
ribosoma.** ribosoma.>
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1.5. Ciclo celular

La mayoria de las células atraviesan una secuencia y serie de fendmenos
regulares y repetitivos de crecimiento y division, que constituye el ciclo
celular. Se divide en dos fenémenos principales, que es, la interfase, que es un
periodo prolongado durante el cual la célula crece, aumenta su contenido y

(Figura 119) que consta de un periodo

replica su material genético y la mitosis,
mas corto durante el cual la célula divide su nucleo y citoplasma, lo que da

origen células hijas. 2

.F.ummomcu- ™
Qque NO entran NUNca en mEosis Sintesis de prateinas y
Edtado de quescencia _aumento del tamafo colar

oMo Drokeings Recensiss purs 1o : Figura 1.19 Etapas del

ciclo celular.®®
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1.6. Division celular

Las células se reproducen mediante el proceso conocido como divisidon celular
y en este proceso su material genético se reparte entre dos nuevas células
hijas. En las plantas y los animales multicelulares, la division celular es el
procedimiento por el cual el organismo crece, partiendo de una sola célula, y
los tejidos dafiados son reemplazados y reparados. Cuando una célula alcanza
cierto tamafio critico y cierto estado metabdlico, se divide, las dos células hijas
entonces comienzan a crecer nuevas células hijas son casi idénticas entre si,
como a su progenitora. Son similares, en parte, porque cada nueva célula
recibe aproximadamente la mitad del contenido del citoplasma, incluidos los
organelos de la célula materna. La razén mas importante de esta similitud, a
nivel de estructura y funcién, es que cada nueva célula, hereda un duplicado
exacto de la informacidén genética de la célula madre. Para completarse esta
divisién, puede requerir desde pocas horas, hasta varios dias, dependiendo del
tipo de célula y de factores externos como la temperatura y los nutrimentos

. . 1,51
disponibles.” >3

1.6.1. Interfase

Antes de la division, la célula debe duplicar su ADN, sintetizar histonas y otras
proteinas asociadas con el DNA de los cromosomas, producir una reserva
adecuada de organelas para las dos células hijas y ensamblar las estructuras

(Figura: 1.20)

necesarias para que se lleve a cabo la mitosis . La interfase se divide

en tres etapas que es la fase G;(gap, lapso) que es donde inicia la sintesis de
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macromoléculas esenciales para la duplicacidon de ADN, la fase S (sintesis) en la
que se duplica en DNA vy finalmente la fase G, que es cuando la célula se

prepara para la mitosis.">

1.6.1.1. Fase G,

Es la fase de actividad bioquimica intensa y es el estadio inicial de reposo, ya
gue es un periodo de crecimiento celular, por duplicacién de organelos vy
macromoléculas, también la produccién de material celular o secrecién igual
gue sintesis de RNA y otros fendmenos en preparacién para la mitosis
siguiente. Las células hijas que se forman durante la mitosis entran en la fase
1, estas células sintetizan RNA, en consecuencia se normaliza el volumen
celular, que se produjo por la divisién de la célula a la mitad durante la mitosis.
Durante este periodo comienzan a separarse y a duplicarse los centriolos,
(Figura: 1.20) .5 da miembro del par original de los centriolos da un centriolo hijo
mas pequefio y cada uno de los organelos tiene su propio cromosoma,

. . 1, 13,2
organizado de manera muy semejante. > **

1.6.1.2. FaseS

Ocurren los procesos finales para la divisidn celular, la cual completa la sintesis
de ADN vy éste se duplica, ya que va a llegar a una nueva division que es la fase
G,. En este es el lapso de sintesis de divisién celular, donde se duplica el

genoma, se incorporan todas las nucleoporteinas indispensables, incluidas las
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histonas, dentro de la molécula de ADN, con lo cual se forma el material de la

cromatina, la célula contiene ahora el doble de material genético. (g 12051

1.6.1.3. Fase G,

Esta es la fase entre el periodo de la sintesis de DNA y el inicio de la mitosis.
Terminan los preparativos para la reproduccién y se sintetizan proteinas
asociadas a los cromosomas y finalmente disminuye la actividad metabélica,
se almacena energia para la mitosis, se sintetiza tubulina para el ensamble de
microtubulos necesarios para la mitosis y se analiza también la replicacion de

ADN para detectar posibles errores y corregirlos. (f&ra:20) 51,2

1.6.2. Mitosis

Finalmente ocurre la mitosis, en la que tiene lugar el reparto del material
genético, que incluye diferentes estadios de divisidon celular y citoplasmatica,
esto en tiempo relativamente corto. En esta fase tenemos la distribucion de
forma precisa y equitativa del material genético de la célula que se reproduce
y que ha sido replicada durante la fase S, de manera que al finalizar este
proceso, las dos células hijas reciban su copia idéntica del genoma de la célula
original. La mitosis comienza al terminar la fase dos y por consiguiente se
completa el ciclo celular. Primero se divide en un proceso denominado
cariocinesis, seguido de la divisién del citoplasma, llamada citocinesis. El
proceso de mitosis de divide en cinco etapas distintas que son, la profase,

i 1.2 1,2
prometafase, metafase, anafase y telofase. (F&u2 1205,
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1.6.2.1. Profase

Esta tienen cuatro cambios estructurales, en la cual el ntcleo se descondensa y
se desintegra, comienza la construccion del aparato mitético, los centriolos
emigran hacia los polos de la célula, los microtibulos crecen y se modifican,
los cromosomas se descondensan, observandose como largos filamentos y

posteriormente se desintegra la envoltura nuclear. (Figura: 1201512

1.6.2.2. Prometafase

Es aqui cuando se inicia la fosforilacion de las laminas nucleares que empiezan
a descomponer y desaparecer la envoltura nuclear, se terminan de condensar
los cromosomas y los microtibulos que se extienden a partir de los
centrosomas que forman el huso mitético. Algunos autores piensan que los
microtubulos polares tienen a su cargo el conservar el espaciamiento entre los
polos durante el fendmeno de mitosis, y que los microtubulos ahusados
favorecen la migracion de los cromosomas de tal manera que se orientan en

alineacién con el huso mitético. (Feura:1-2001,2

1.6.2.3. Metafase

Fase en la cual los cromosomas por si mismos se van ubicando hacia el
ecuador de la célula para quedar alineados en el plano ecuatorial. Cada

cromosoma se mantiene en tensidn sobre la placa metafasica, orientados con
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los ejes longitudinales en angulo recto con el eje del huso, condensados al

(Figura: 1.20) 2

maximo . Esto sefiala el final de la metafase. >%

1.6.2.4. Anafase

Al comienzo de la anafase, la etapa mas rapida de la mitosis, los centromeros
se separan simultaneamente en todos los pares de cromatidas, para quedar
independientes, es aqui cuando cada cromosoma tiene su propio centromero
y se une a uno de los polos, hacia el que migra, por una fibra del huso.
También la célula y el huso se alargan iniciando la citocinesis y la formacién del

surco de division, (Figura:1.20)5.1,2

1.6.2.5. Telofase

Esta es la fase final de la mitosis y se caracteriza por la citosinesis(division del
citoplasma en dos partes iguales) y la reconstruccién del nucleo. Al iniciase la
telofase, los cromosomas ya alcanzaron los polos opuestos y el huso comienza
a dispersarse en dimeros de tubulina y a desaparecerse, también se forman las
membranas y la envoltura nuclear, los cromosomas se van desenrollando y se
va haciendo visible el nucléolo y posteriormente un centriolo junto a cada uno

de los previos (Figura: 1.20) 5, 1,2
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Figura: 1.20. Fases de la
mitosis.>’

1.7. Apoptosis

En la divisién de un individuo la apoptosis o muerte celular, es tan importante
como la divisidn celular. Es el resultado de varios factores como, lesién aguda,
accidentes, falta de aporte vascular, destruccidon por patdégenos o el sistema
inmunitario y programacion genética. Por ejemplo en el ser humano mueren
millones de células de la médula espinal y el tubo digestivo para equilibrar la
proliferacién celular en los tejidos, a este tipo de muerte se le denomina
muerte celular programada, sin embargo, existe muerte por dafio o
envejecimiento, proceso denominado necrosis. La mayoria de las células
fabrican proteinas que forman parte de una maquinaria para su propia

destruccién, esta maquinaria letal contiene enzimas capaces de degradar
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proteinas (proteasas) y su activacién produce, directa o indirectamente,
cambios celulares caracteristicos. Las enzimas involucradas en el proceso de
apoptosis normalmente permanecen inactivas en las células, respondiendo a
mecanismos de control estrictos. La apoptosis es la fragmentaciéon de una
célula en particulas rodeadas de membranas que son eliminadas mediante
fagocitosis por células especializadas. Normalmente la muerte celular tiene
lugar en los sitios de plegamiento o invaginacién de los tejidos 2121 |5
apoptosis es un tipo de muerte activa, que requiere gasto de energia por

parte de la célula y es un proceso ordenado en el que no se desarrolla un

proceso inflamatorio. 113

Las CM adultas se encuentran en células hematopoyéticas en la medula ésea y
poseen capacidad multipotencial para formar varios tipos de células. Se han
encontrado células madre en la pulpa dentaria, asi como en el encéfalo,
musculo, piel, tracto digestivo y vasos sanguineos. Constituye una gran
esperanza a futuro el hecho que estas células puedan reemplazar a los tejidos

que no funcionan correctamente, dafiados o incluso muertos.> L2

Figura: 1.21.
Células en

apoptosis.38
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Capitulo I

2. Las células madre

En los ultimos afios hemos visto que las CM han pasado a ser de sélo un
concepto de interés cientifico, a interés de la sociedad en general, esto deriva
ya que las células poseen diferentes capacidades, entre ellas la capacidad de
diferenciarse y dividirse en distintos tipos de células especializadas. Por tal
razon la posibilidad de realizar tratamientos médicos en enfermedades
diversas y de dificil manejo por medio de éstas, ha reavivado aun mas el
debate sobre las posibles aplicaciones terapéuticas a muchos campos de la
salud. Las investigaciones con CM estan enfocadas a desarrollar tratamientos
para enfermedades como Alzhaimer, Parkinson, diabetes, esclerosis muiltiple,
desordenes neuroldgicos entre otras. El avance en las investigaciones sobre
células madre estd ampliando el campo del conocimiento acerca de cobmo un
organismo se desarrolla desde una simple célula, hasta de qué modo células
sanas reemplazan a células dafadas. Esta promisoria area de la ciencia esta
impulsando a los cientificos a investigar las posibilidades de aplicar terapias
celulares para tratar enfermedades, las cuales son referidas como medicina

reparativa o medicina regenerativa.7’ 39

2.1. Antecedentes histdricos

El hombre ha tratado de comprender la capacidad del cuerpo para reparar o

reemplazar las células y los tejidos del organismo. En el afio 1700
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aproximadamente el investigador francés René Antonie de Réaumur publicé
su trabajo de regeneracion de extremidades y garras de cangrejo, en donde
hubo descubrimientos que causaron un gran impacto en las ciencias bioldgicas
y médicas, por estas razones a finales del siglo XIX y principios del siglo XX la
investigacion de la ingenieria tisular se enfocé primordialmente en la
regeneracion y sus fundamentos celulares. Por lo tanto las observaciones de
este periodo, permitieron llegar a la conclusidon de que las células madre son
requeridas para la mayoria de los procesos de regeneracion, se dieron cuenta
gue en casos como en la regeneracién de la piel, sangre, musculo y hueso en
los mamiferos, o durante el reemplazo de tejidos perdidos en gusanos, existen
células de reserva denominadas stem cell, que sélo necesitan ser activadas
para su regeneracion en respuesta al dafio o agresidn tisular. La primera célula
humana aislada a partir de un embrion fue en 1998 y esto ha generado

. . sy . sy e 40,41, 42
discusiones, debates éticos y politicos. ***

En la década de los 80’, se logré obtener un cultivo procedente de embriones
de ratones. En los 90" cientificos de la Universidad de Wisconsin consiguieron
CM embrionarias humanas y desde 1989 de utilizan células madre del cordén
umbilical para mas de 75 enfermedades malignas y no malignas. Las CMPD
fueron las primeras células en aislarse, para determinar sus caracteristicas y su
identificacidon en la pulpa, asi como verificar sus altas tasas proliferativas y
capacidad para formar tejidos mineralizados, ambos in vivo e in vitro en el afio

2000. & *°
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2.2. Definicion de la células madre

Son un tipo especial de células que se encuentran en todos los organismos y
tienen la capacidad de dividirse a través de la mitosis, a su vez diferenciarse y
autorrenovarse en varios tipos de células especializadas, lo cual se le
denomina plasticidad, tienen la capacidad de proliferar dando lugar a células
hijas idénticas, junto con la capacidad de especializaciéon, que es la

diferenciacion a células especializadas. (82 21-2:2) 78,39, 14

o
Q@ Y&
P

Figura: 2.1 Células madre.’ Figura: 2.2 Célula madre

adherida a una membrana.”

2.3. Clasificacion

Las células madre se pueden diferenciar seglin su potencialidad y segun su

origen.8



%@y  UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

2.3.1. Tipos de células madre segun su potencialidad

Podemos clasificar a las CM en totipotenciales, pluripotenciales vy

multipotenciales.

Las CM totipotenciales son capaces de generar cualquier célula del organismo,
tanto somaticas como germinales. Las CM pluripotenciales son capaces de
diferenciarse en diferentes tejidos o células pertenecientes a diferentes tejidos
de las tres capas germinativas y las células multipotenciales aunque son
capaces de producir distintos tipos celulares, su capacidad es menor y en un
principio sélo son capaces de generar tejidos derivados de la misma |dmina

embrionaria.®

2.3.2. Tipos de células segun su origen

Segln su origen las CM se pueden clasificar en células madre embrionarias y

células madre de tejidos adultos.

2.3.2.1. Células madre embrionarias

Las CM embrionarias provienen de un grupo de células, provenientes de la masa
interna del embridn en un estadio temprano de la gestacion (5 dias) 822 sin
embargo para aislarlas es necesario destruir el embrién. Estas poseen la
capacidad de autoregenerarse y de diferenciarse en muchos tipos celulares, una

propiedad denominada versatilidad celular. Esta capacidad abre la posibilidad de
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utilizarlas para reemplazar tejidos dafiados y enfrentar enfermedades

. 14, 6, 39
degenerativas.

" Embrién
ded
semanas

!

Células Embridnicasg
Madre Germinales
Pluripotenciales

Figura: 2.3 Embrion.®

2.3.2.1.1. Aplicaciones generales de
las células madre

embrionarias

Estas células mantienen la capacidad pluripotente de generar todos los tipos
celulares del organismo que derivan del ectodermo, mesodermo y endodermo a
e (Figura: 2.4) I L ,
excepcion de la placenta . El gran objetivo es el poder dirigir las células
indiferenciadas a la formacién de tejidos u érganos, por métodos de reemplazo

celular. Las células seleccionadas para estos fines terapéuticos en humanos deben
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ser seleccionadas por su estabilidad genética y normalidad. Se ha demostrado in
vitro que a la exposicion de estimulos o agentes quimicos adecuados, pueden
inducir la diferenciacién de estos cuerpos embrionarios hacia un linaje especifico,
por ejemplo un agente es el acido retinoico. También se ha sugerido que las
células madre embrionarias pueden tener su aplicacidon en el descubrimiento y
desarrollo de nuevas drogas con potencial farmacéutico. En efecto, algunos tipos
celulares como cardiomiocitos y hepatocitos generados desde CM embrionarias
humanas podrian proporcionar una poblacién ideal de células para evaluar con
mayor exactitud la efectividad de un determinado farmaco o su toxicidad. Este
sistema proporcionaria ventajas adicionales ya que las células humanas pueden
revelar la toxicidad de ciertas drogas que no necesariamente se detectan en los
analisis convencionales, como en los ensayos desarrollados con lineas celulares de
ratén o los ensayos llevados a cabo in vivo en animales. La aplicacién de las
células madre embrionarias que ha recibido mayor atencidn en los ultimos afios
es la terapia de reemplazo celular o medicina regenerativa, lo que permitiria el
tratamiento de una amplia variedad de enfermedades debilitantes, tales como
diabetes tipo |, enfermedades cardiovasculares, enfermedad de Parkinson vy
enfermedades de las células sanguineas. Las investigaciones estan enfocadas en
reemplazar células dafiadas por células funcionales que restituyan la funcion
normal de los tejidos u organos de forma mas eficiente a través de terapias
convencionales como son los trasplantes y terapias farmacoldgicas,. Sin embargo,
hasta la fecha el éxito de estas terapias es limitado, existiendo varias
interrogantes que aun necesitan ser resueltas. Se necesitan mas investigaciones y
ensayos clinicos antes de que estas sean disponibles. La gran promesa de estas
células reside en la posibilidad de encontrar cura o tratamientos, debido a la

capacidad de estas células para crecer indefinidamente y diferenciarse in vitro en
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multiples tipos celulares o tejidos. Sin embargo, no obstante el potencial que
encierran estas células, aln persisten grandes desafios por superar antes de que
puedan ser utilizadas efectivamente en terapias celulares. Se hace evidente
entonces la necesidad de seguir investigando en la derivacion y caracterizacién de
estas células en otras especies animales, antes de que podamos ver cumplidas las
grandes expectativas que se han generado en torno a sus prometedoras
aplicaciones. Otra desventaja es que se podrian utilizar para realizar trasplantes,

provocando reacciones de rechazo al no proceder del mismo paciente y debido a

42,41, 44, 45

@
Celulas Blastocisto

Totipotent
+ + Celulas germinales
fundamentales

Celulas de la @E% @
masa interna = &

su capacidad de diferenciacién pueden provocar tumores.

é)+ 0

Embrion

—>

Cultivo de celulas madre
pluripotent

Figura: 2.4 Diferenciacion de las células madre en

diferentes tipos celulares.*®
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2.3.2.2. Células madre de tejidos adultos

Las CM adultas, también llamadas postnatales, son células multipotenciales no
especializadas que se encuentran en un tejido especializado y por tanto
poseen la capacidad de dar lugar a células especializadas del tejido en el que
se encuentran. Estas tienen la capacidad de autorregenerarse y dar lugar a dos
células hijas idénticas y como resultado la formacién de células de reparacion
de las capas de origen germinativas. Actualmente se han identificado tejidos

de la médula 6sea (Figure 25

, hematopoyético, cérnea, retina, neuronal,
hepatico, epidérmico, pdncreas, pulmoén, musculo cardiaco y esquelético,
tracto gastrointestinal y pulpa dental 828 |35 CM del adulto no son muy
utilizadas en terapias humanas, aunque el nimero de extraccién de células es
mayor que el numero de células derivadas del embrién y también pueden
aplicarse de forma autdloga, de tal manera, sin riesgo de rechazo. En un

individuo adulto se conocen células madre adultas, que se encargan de

regenerar los tejidos en continlo desgaste, como la piel o sangre, o de

39, 6, 23, 45, 47

regenerar tejidos dafiados.

Figura: 2.5 Cultivo de células

, s 1
madre de la médula ésea.™
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Figura: 2.6 Tipos de células madre segun

su origen.*®

2.3.2.2.1. Células mesenquimales

Se ha encontrado otro tipo de CM, denominada mesenquimal que puede
diferenciarse en numerosos tipos de células de los tres tejidos embrionarios

. sy . , 4
(musculares, vasculares, nerviosas, hematopoyéticas, seas, etc).*’

Actualmente la fuente mds usada para la extraccién de estas son las células
madre mesenquimales (CMM) humanas, que estan presentes en el estroma de

la médula désea y su papel es contribuir la regeneracién de los tejidos
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mesenquimaticos (hueso, musculo, ligamento, tenddn, tejido adiposo y
estroma) que se han podido diferenciar en rasgos tipicos de osteocitos,

condrocitos o adipocitos respectivamente. *#% %

Dependiendo de su origen éstas células se pueden dividir en células
mesenquimales embrionarias y somaticas. Las mesenquimales embrionarias
(CME), son células pluripotenciales 6 sea que cada una de ellas es capaz de
producir todos los tipos celulares de un organismo y las células
mesenquimales somaticas o adultas, son en su mayoria, multipotenciales, ya
gue generan una gran variedad de tipos celulares dentro de un tejido
especifico, sin embargo, éstas no representan ningun reto ético, ya que
generalmente se obtienen de tejidos desechados, como la placenta o la sangre
del cordén umbilical. Tienen la capacidad de reproducir muchas generaciones

. . . . 42 14
sin perder su capacidad de diferenciarse. **®

Estas células han tenido mucha mayor importancia en la ultima década.
Estudios recientes han demostrado la plasticidad, dando origen a células no
hematopoyéticas como miocitos, células nerviosas entre otras. La gran
capacidad de poseer multipotencialidad y la plasticidad de estas células las
hacen un blanco perfecto para su aplicacién clinica. Se pretende que sean
utilizadas en enfermedades del sistema nervioso, esquelético, cardiaco vy
hematopoyético entre otros.** 14

Las CCM también se pueden aislar de la médula ésea, sangre periférica, sangre

del corddn umbilical, cerebro, médula espinal, tejido adiposo, pulpa dentaria,

vasos sanguineos, musculo esquelético, piel, tejido conjuntivo, cérnea, retina,
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higado, conductos pancredticos, foliculo piloso, tejido gastrointestinal y

pulmén.*

2.4. Las células madre de la pulpa dental

Son células que tienen el potencial de convertirse en tejido y son importantes
en la regeneracion y reparacién del dafio. Por sus caracteristicas particulares,
podrian utilizarse para reparar y generar tejido cardiaco, después de un
infarto, asi como tejido cerebral, nervioso, muscular, éseo, cartilago y tejido de
la cavidad bucal, como esmalte, dentina, hueso alveolar, ligamento peridontal
y cemento. El objetivo de las CM en odontologia es que los tejidos dafiados o
perdidos sean reparados o reemplazados usando células del mismo paciente
sin el riesgo al rechazo, lo que representa numerosos beneficios, por tal razén
esta area prometedora de la ciencia, investiga la posibilidad de CM para tratar
enfermedades. Un obstaculo de las CM es que gradualmente, pierden sus

propiedades multipotenciales y regenerativas en su expansion in vivo.% 144730

2.4.1. Pulpa dental

Segun Bluteau et al refieren que en afio 2008 se encontraron dos sitios

diversos de las CMPD sugeridos, que son la pulpa dental propiamente dicha vy

la zona rica en células y seguin Sloan et al. en el 2009 encontraron dos capas,
, . p (Figura: 2.7). .

una zona pobre en células y una zona rica en células Estd formada de

compuestos ectodérmicos y mesenquimales, ésta contiene células de la cresta

neural de la que se ha demostrado plasticidad o capacidad multipotencial. Su
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tejido conectivo vascular laxo, altamente vascularizado e inervado, contiene
una poblacion heterogénea de células, entre ellas se encuentran los
fibroblastos, los odontoblastos, células sanguineas, células de Schwann,

células endoteliales, mesenquimatosas entre otras. Estd formada un 75 % de

aguay 25% de materia organica, que son células y matriz extracelular.®” 1% >°
o Y/
4 J
5 e
- . LE B
e 5
- :
. . L
» Wi AN
-
.- ’ e

Figura: 2.7 Ubicacién de las células madre en la pulpa dental.’

Existen células pulpares de reserva, denominadas también mesenquimaticas
indiferenciadas, que derivan del ectodermo de la cresta neural. En la etapa
adulta seran la poblaciéon de reserva pulpar, porque poseen la capacidad de
diferenciarse en nuevos odontoblastos o fibroblastos, segun el estimulo que
actie sobre ellas. Un estimulante potente muy importante para la
diferenciacién y proliferacion de las células es el endotelio-vascular (VEGF). El
numero de células disminuye con la edad, por lo consiguiente se presenta una
reduccion en la capacidad de autodefensa de la pulpa. Generalmente se
ubican en la regién subodontoblastica y en la proximidad de los capilares
sanguineos y se le denominan células perivasculares. Mientras que las células

indiferenciadas del peridpice dan lugar a distintas lineas celulares como los
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fibroblastos, osteoblastos, cementoblastos y odontoblastos como respuesta

ante situaciones clinicas.® '?

Actualmente se han identificado CMPD, que han sido aisladas de la pulpa
postnatal, con marcadores utiles para identificarlas con marcadores
relacionados con el endotelio y el musculo liso como VCAM-1 molécula de

adhesion vascular, CD146 y actina a de musculo liso. ™2

2.4.2. Aplicaciones odontolégicas de células madre

de la pulpa dental

Para hablar de la terapéutica basada en el empleo de las CM es importante
saber y comprender el concepto de transdiferenciacion, que es la capacidad de
las CM para ser trasplantadas bajo determinadas condiciones y dar origen a

. . . 1,52
diferentes linajes celulares.” %3

Se ha investigado que la pulpa de dientes permanentes y temporales, puede
ser usada para la regeneracién de dentina y hueso alveolar. La medicina
regenerativa se basa en contribuciones de la biologia molecular, la biologia
celular, la nanotecnologia y el desarrollo de nuevos biomateriales. La
regeneracion es un campo que aplica los principios de lasCM, la ingenieria de
tejidos y los factores de crecimiento para reemplazar o mejorar las funciones

bioldgicas de todos los tejidos del cuerpo (Figura: 28) 8 28

Aha,,
FACULTAD

i

DE
ODONTOLOGIA

UNAM
1904

il

"



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO ﬁmﬂ%w

\&“‘W ()D()x?‘(t;ux;i.r\ ” ’
UNAM
1904

L

CELULAS MADRES

) FACTORES DE
REGENERACION CRECIMIENTO
DE —
TEJIDOS
MATERIAL DE
INGENIERIA
TISULAR
(MATRICES)

Figura: 2.8 Triada para la regeneracion

2.4.2.1.Factores de crecimiento para la

regeneracion en odontologia

Estas son proteinas que se unen a los receptores de la célula e inducen la
proliferaciéon celular o citodiferenciacién. Varios de estos factores de
crecimiento tienen la capacidad de estimular en mayor o menor grado la
divisién celular en distintos tipos de células, sin embrago unos son mas
especificos y sdlo son de un tipo celular. También son utilizados para controlar
la actividad de las CM, asi que aumenta la tasa de proliferacién, induciendo a
las células en un tipo de tejido estimulando las CM para sintetizar y secretar

matriz mineralizada y para inducir la regeneracion de tejidos lesionados. 8"

29)9
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Abreviatura Factor Fuente primaria Actividad Utilidad
BMP Proteina Matriz 6sea BMP inducen a la Usadas para
morfogenética dsea diferenciacion sintetizar CM y
osteoblasticay secretar matriz
mineralizacién del mineral
hueso
CSF Factor estimulante de Amplio rango de CFS como las Pueden ser usadas
colonias células citoquinas que para incrementar
estimulan la el nimero de las
proliferacién de las c™M
células
mesenquimales y
epiteliales
EGF Factor de crecimiento Glandulas Promueve la Pueden ser
epidermal submaxilares proliferacién de las usadas para
células incrementar en
mesenquimales y nimero de CM
epiteliales
FGF Factor de crecimiento Amplio rango de Promueve la Pueden ser
fibroblastico células proliferacién de usadas para
muchas células incrementar en
numero de CM
PDGF Factor de crecimiento Plaquetas, células Promueve la Pueden ser
derivado de las endoteliales, proliferacion de tejido usadas para
plaguetas placenta conectivo y células del incrementar en
musculo liso nimero de CM
TGF Beta Factor de crecimiento Matriz dentinal, Promotor Esta presente en
transformante activacion de células antiinflamatorio, la matriz de la
TH, células T promueve la dentina y ha sido

ayudadadorasy las
células asesinas
naturales (NK)

reparacion, inhibe la
proliferacién de
macrofagos y
leucocitos

usada para

promover la
mineralizacién del

tejido pulpar

Figura: 2.9 Principales factores de crecimiento en

odontologia.’

Las proteinas morfogenéticas dseas, estimulan la diferenciacién de CM madre

de la pulpa también la regeneracién de tejidos periodontales e inducen la

diferenciacién de osteoblastos y mineralizacidn dsea. Y el factor fibroblastico

(FGR) ejerce una influencia inhibitoria en la proliferacién de células inmaduras

dseas, ya que su funcidn es limitar la osteogénesis.9
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2.4.2.2.Regeneracion de tejido pulpar
mediante células madre de la pulpa

dental

Para la creacion de ésta, se utilizan CMPD, ya sea de dientes deciduos o
adultos, con células endoteliales microvasculares (para formar vasos
sanguineos funcionales) que son introducidas en un depdsito hecho de
colageno, en un material reabsorbible, para después ser implantadas en el

(Figura: 2.10) ' &ny un periodo de

tejido subcutdneo de ratones inmunodeficientes
14 a 28 dias, los autores observaron que el tejido pulpar formado se
asemejaba a la pulpa dental, esto en un futuro con la bioingenieria podriamos

dar lugar a nuevo tejido pulpar y evitar pérdidas dentales prematuras.’

Figura: 2.10 Vista microscopica de la pulpa dental

inoculada en ratones inmunodeficientes.’

2.5. Dentina

También llamada sustancia eburnea o marfil, es el eje estructural del diente,

estd delimitado por una cavidad llamada cdmara pulpar que contiene la pulpa

Ah

)
WM'" FACULTAD "Mﬁ

“‘w ()D()N"i[')(EL()(ii.r\ m
T

1904



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

dental. Esta compuesta por matriz organica, de fibras de colageno en un 20%,
matriz inoganica pincipalmente mineral de hidroxiapatita en un 70% y 12% de
agua , elastica, flexible y su textura es ligeramente blanda. Esto permite el
impacto de la masticacién sin que el esmalte se fracture, ya que la elasticidad
se debe a la precencia de matriz de tdbulos, que llega desde la unién

amelodentinaria hasta la pulpa.13' 12,30

2.5.1. Dentinogénesis

Se le consideran tres etapas 1) Elaboracion de matriz organica, 2) Maduracién
de la matriz y 3) Precipitacidon de sales minerales. La formacién de la dentina
comienza en el estadio de campana avanzada, ésta se inicia en la zona del
vértice de la papila dental que corresponde a las futuras cuspides o bordes
incisales, desde donde continda en direccién cervical para contruir asi la
dentina coronaria 821 | 3 dentina radicular se produce con posterioridad

y en sentido apical bajo la induccién de la vaina epitelial de Hertwig. 12,13
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- Dentina
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Germen dentario
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de Hohl
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. Células mesenquimdticas
~ de la papila dental

Figura: 2.11 Estadios de diferenciacién de los odontoblastos.™

2.5.2. Regeneracion de dentina mediante células

madre de la pulpa dental

La regeneracién de la dentina tiene que ver mucho con la regeneracion de la
pulpa ya que a partir de CM ésta genera dentina reparativa y a su vez
propiamente dentina. En al afio 2000 se encontrd que las células pulpares son
trasplantadas con hidrixiapatita y fosfato tricdlcico en ratones

inmunocomprometidos, generaban estructuras similares a la dentina, con sus
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fiboras de colagena perpendiculares a la superficie que se encuentra

mineralizada, tal como ocurre en las investigaciones in vivo, en presencia de la
sialoproteina mineral y en otro estudio en 2004 se demostrd que la dentina
desmineralizada puede inducir la diferenciacién de las CM pulpares en

odontoblastos, lo cual va a resultar en la formacién de dentina. (Fgu® 2121147
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G il - o —— iU of i
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I I | A | e {- dentin
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Figura: 2.12 Repararacion de la dentina estimulada por células

madre.’

Otro factor de importancia es un andamio que sirva como una matriz

extracelular temporal para que exista una éptima funcién, nutricidn, adhesién,
proliferacién, sefializacidén celular y esto se va a conseguir inoculando células
en la dentina, para asi permitir el crecimiento de las células en el material, que
finalmente terminara desarrolldndose como un tejido normal y funcional. En
estudios realizados por Valencia y cols, muestran la habilidad de las CM
pulpares de diferenciarse en odontoblastos para reparar dafios a la dentina y
demostraron que las proteinas morfogenéticas formadoras de hueso (BMP)

pueden regular la diferenciacién de CM pulpares en odontoblastos y estimular

., . . 1
la formacién de dentina reparativa.** ’-®
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2.6. Esmalte

Es una sustancia dura protectora también llamada adamantino o sustancia
adamantina, que recubre toda la corona del diente, ofreciendo proteccion al
tejido dentino-pulpar ya que también es el tejido mas duro del organismo por
sus millones de prismas mineralizadas vy resiste la fractura durante el estrés
masticatorio. Esta dureza se debe a que posee un 96% de matriz inorganica
microcristalina que son los cristales de hidroxiapatita, formados por fosfato de
calcio, un 3% de agua y un 0.36% de matriz orgdnica. El esmalte maduro no
contiene células ni prolongaciones celulares, frente a una enfermedad, el
esmalte reacciona con pérdida de sustancia, siendo incapaz de repararse, su
forma de reaccionar ante cualquier agente fisico, quimico o biolégico es con
pérdida de sustancia. En sus propiedades fisicas posee dureza, se da al
obtener un porcentaje elevado de materia inorgdnica, que son los cristales de
hidroxiapatita, la elasticidad es muy escasa debido a su extrema dureza, pues
la cantidad de agua y sustancia orgdnica que posee es muy reducida, el color y
la transpariencia se da porque es esmalte es translicido, su color varia entre
un blanco-amarillento y un blanco-grisaceo, pero este color no es propio del
esmalte sino que depende de las estructuras subyacentes, en especial de la
dentina, la permebilidad es escasa, aun asi hay un transporte molecular como
iones de fluoruro y la radiopacidad que es muy alta ya que es la estructura

, . . . . .2 13,12
mas radiopaca del organismo humano por su alto grado de mineralizacién.*®
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2.6.1. Amelogénesis

Es una serie de procesos los cuales originard el esmalte. Dichos procesos
consta de dos fases que es 1) la elaboracién de matriz orgdnica extracelular y
2) la mineralizacidon casi inmediata de la misma que conlleva a la formacién,
nucleacidn y elongacién de los cristales y la eliminacién de la matriz organica y
maduracion del cristal. Los ameloblastos pasan por fases que son la
morfogénesis, organizacién, diferenciacién, secrecién, maduracién vy
proteccion. En la mineralizacién el estadio A) inicialmente se va formando el
esmalte, B) el esmalte inicial se calcifica a medida que se forma mas esmalte,
C) se producen mas incrementos, D) prosigue el depdsito y la mineralizacion
de la matrizy en Ey F) la matriz se forma a los lados en unas areas cervicales

de la corona. (Figura:2.13) 13,12

Reticulo estrellado

Dentina
Ameloblastos

Odontoblastos

Figura: 2.13 Capa secretada por ameloblastos subyacentes en

;. , . 1
los vértices de las cuspides.”
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2.6.2. Regeneracion del esmalte mediante células

madre de la pulpa dental

El esmalte se considera el material mas duro y resistente del organismo, éste
no contiene células por lo que no es capaz de regenerarse. Se han hecho
investigaciones donde se ha creado esmalte que imita a la formacion de
prismas, que no son compuestos por hidroxiapatita, sino que la bioingenieria
los ha llamado nanopatitas. Estos resultan ser muy similares en tamafio y
composicion a los cristales de hidroxiapatita. Investigaciones de Hanks y cols,
destacan que las CM de la pulpa pueden formar nédulos mineralizados in vivo,
distintos a la del esmalte mineralizado, estos fueron evaluados con
espectrometria infrarroja y microscopia optica de rayos X, en un medio de
acido ascoérbico, dexametasona y fosfato en altas concentraciones. Aun faltan
muchos estudios e investigaciones para poder formar esmalte in vivo e in vitro
aunque existen investigaciones de la creacion de esmalte en ratones
inmunocomprometidos, pero su posible terapéutica en seres humano auln es

escasa.7’ 6
2.7. Ligamento periodontal

Las células que rodean al diente se le conoce como foliculo dental y algunas de
estas células, que se encuentran adyacente al érgano del esmalte, migran en la
periferia durante los estadios de caperuza y campana, desde el drgano del
esmalte migran hacia el foliculo para desarrollar hueso y ligamento
periodontal. Es una capa delgada de tejido conectivo fibroso, que por medio

de sus fibras, une al diente con el hueso alveolar. Sus principales fibras que se
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insertan por un lado, en el cemento, y por el otro, en la placa cribosa del hueso
alveolar. Las funciones principales son soportar, resistir las fuerzas de
masticacién, mantener suspendido el diente en su alvéolo, actuar como
receptor sensorial propioceptivo y la funciéon de mantener un control
posicional en la mandibula y una correcta oclusién. Se va a ubicar en el espacio
periodontal, que esta localizado entre la posiciéon radicular del diente y la
posicién compacta periddontica de hueso alveolar. El fibroblasto es el mas
abundante en el ligamento y es la célula que produce la sustancia que
conforma el tejido conectivo, incluido el colageno, los proteoglucanos y la

elastina.'® 12

2.7.1. Regeneracion de ligamento periodontal

mediante células madre de la pulpa dental

Se han realizado estudios donde al intentar formar un diente completo se ha
generado tejido como dentina, hueso, pulpa y periodontal, pero en muy
escasos estudios, lo que si se ha investigado mas a profundidad, CM en
ligamento periodontal ya que en 2004 Seo y cols reportaron la presencia de
CM en el ligamento periodontal humano. Estas células fueron capaces de
diferenciarse en precementoblastos, adipocitos y células formadoras de
colageno. En este estudio las células fueron cultivadas in vitro e implantadas
subcutaneamente en la superficie dorsal area periodontal de 12 ratones
inmunocomprometidos. Después de 6 semanas los investigadores encontraron
que estas células expresan marcadores de CMM STRO-1 y CD146/MUC18 in

vitro, y que pueden diferenciarse en cementoblastos, adipocitos y fibroblastos.
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Se observé in vivo, en ambos grupos de roedores, la capacidad de las células
del ligamento para generar cemento y reparar el tejido periodontal. Asi que
esto abre aln mas la posibilidad terapéutica de regenerar tejido destruido

durante la enfermedad periodontal.”’ >0

Otra investigacion por Tzong y cols que decidieron llevar a cabo Ila
regeneracion de tejidos dentinarios y pulpares, por medio de las CM pulpares,
con el propdsito de saber si estas estructuras, al ser trasplantadas en
mandibulas de cerdos, tenian algun tipo y funcidn. Utilizaron un andamiaje a
base de tri-copolimero y estas demostraron la regeneracién de un diente con
formacién de ligamento periodontal, raiz, pulpa, dentina e incluso cemento
(Figura: 14) ) 3 regeneracién periodontal es un reto para la bdsqueda del
tratamiento de la periodontitis créonica y actualmente se utilizan estructuras
donde se inoculan CM con factores de crecimiento, para asi poder obtener

cementoblastos, osteoblastos y fibroblastos.'>*>°

No existen muchos estudios en donde las células madre de la pulpa dental
puedan regenerar ligamento periodontal, en cambio existen otras
investigaciones donde se han encontrado células en el ligamento periodontal
gue pueden reparar el mismo tejido. Se han creado tejidos dentales in vivo
por medio de las CM de la pulpa donde regeneran, dentina, pulpa, ligamento

periodontal, pero en conjunto.'® & %>’
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2.8. Cemento radicular

Tejido conectivo mineralizado, que deriva de Ila capa celular
ectomesenquimadtica del saco o foliculo dentario que rodea el gérmen
dentario. A semejanza del esmalte, el cemento cubre la dentina, aunque sélo
en porcién radicular y tiene como funcién principal anclar las fibras del
ligamento periodontal a la raiz del diente. EI cemento es similar al hueso

alveolar, ya que su dureza y composicidn son quimicamente similares.*?

2.8.1. Regeneracion de cemento radicular mediante

células madre de la pulpa dental

Estudios comentan que al colocar CMPD en el area a tratar han detectado
tejido mineralizado similar al cemento radicular. Sin embargo estudios
registrados han aislado varias proteinas del cemento como la proteina 55kDa
conocida como proteina de adhesién al cemento (CAP), una proteina que esta
relacionada y derivada del cementoblastoma humano (CP). EIl CEMP1 es un
nuevo componente cemento y la presencia del cual parece estar limitada a
cementoblastos y sus progenitores. Para entender la funcién de CEMP1, se
investigd en Escuela Superior de Tokio la Universidad Médica y Dental de
Tokio, que la proteina CEMP1 expresién durante la diferenciacidon de células
del ligamento periodontal humanos, fosfatasa alcalina de células del ligamento
periodontal expresa preferentemente CEMP1. La sobreexpresion de la CEMP1
en células del ligamento periodontal aumenté la diferenciacion de

cementoblastos y fenotipos periodontales. Los estudios demuestran que por
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primera vez la CEMP1 No sélo es una proteina marcadora de los
cementoblastos, sino también regula el compromiso del cementoblasto de las
células del ligamento periodontal. Esta proteina estd asociada al proceso de
mineralizacion ya que regula la composiciéon y morfologia de los cristales de
hidroxiapatita, también regula la regulacién de la osteopontina, proteina que
esta relacionada al proceso al mismo proceso de mineralizacidon. Por tal razén
esta proteina juega un papel muy importante en el proceso de
cementogénesis y posteriormente con mas estudios realizados sobre esta
proteina, y conociendo sus caracteristicas morfoldgicas nos abre la puerta al
mundo de la regeneracion de tejidos que conforman en periodonto y tejidos

mineralizados.>® > ¢

2.9. Hueso alveolar

El primer arco faringeo da origen al hueso alveolar y maxilar. Es un tejido
conectivo mineralizado de origen ectomesenquimatico y se forma del saco o
foliculo dentario. Cubre y protege la totalidad de la superficie radicular del
diente desde el cuello hasta el dpice. Es un hueso compacto con multiples y
pequeiias perforaciones, a través de las cuales pasan los vasos sanguineos,

los nervios y los vasos linfaticos.™
2.9.1. Osteogénesis del hueso alveolar

El hueso alveolar tiene un mecanismo de osificacion llamado yuxtaparacondral

(Figura2.14) "que en el cartilago de Merkel, denominado cartilago primario, sirve

como guia pero no participa. La osificacion se efectia en forma de una
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estructura paralela y ubicada a lado del cartilago. El inicio de la formacién del
hueso se produce a las seis o siete semanas, e inicia como un anillo éseo
alrededor del nervio mentoniano y luego las trabéculas se extienden hacia
atrds y hacia adelante, en relaciéon externa al cartilago de Meckel. El hueso
embrionario del cuerpo de la mandibula tiene un aspecto de canal abierto
hacia arriba, donde se aloja el paquete vasculo-nervioso y los gérmenes
dentarios en desarrollo. Al avanzar la osificacién del cartilago de Meckel, crece
excepto a nivel de la sinfisis mentoniana, asi la formacion del cuerpo de la
mandibula finaliza en la regiéon donde el paquete vasculo-nervioso se desvia
hacia arriba. A las doce semanas aparecen en el mesénquima otros centros de
cartilago de Meckel, que juegan un papel muy importante en la osificacion

endocondral de la rama del maxilar.** *®

Figura: 2.14 Osificacion yuxtaparacondral de la

mandibula.
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2.9.2. Regeneracion de hueso alveolar mediante

células madre de la pulpa dental

En 2001 Mankani ha mostrado la efectividad de las CM en reparacién dsea de
modelos animales, donde son reproducidas en laboratorio y trasplantadas
localmente al sitio del defecto éseo. En un futuro las CM serdn capaces de

producir tejido 6seo del complejo craneo-facial para reparar defectos
producidos por enfermedades degenerativas, ya que pueden ser una
alternativa para tratar las deficiencias mandibulares, trastornos de la ATM vy la
fisura del paladar y labio hendido. También fueron utilizadas para mejorar la
regeneracion tras las extracciones de terceros morales, se colocaron CMPD en
matrices y andamios de coldgeno de los mismos terceros molares y se
compararon las densidades Gseas con otra zona de extraccion (ieure: 2:15-2.16)
en 7 dias se apreciaba como en el lado de la matriz de las células madre,
existia mayor densidad dsea. Estos estudios se revisaron tres meses después y
se dieron cuenta que habia una arquitectura adecuada, vascularizada vy
organizada. Esto comprueba que con una matriz adecuada y con CM pulpares
se puede conseguir eficazmente la regeneracidn dsea. Sélo se pudo realizar 7
veces mas este procedimiento a pesar de los resultados favorables que
presentd y posteriormente se pretende realizar el mismo estudio en una

.. . . 1,14
poblacién mas amplia.®"
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Figura: 2.15 Extraccidn de la pulpa dental. Se coloca una esponja de colageno

sin CM y se sutura.™

Figura: 2.16 Extraccién del tercer molar. Se coloca una esponja de coldgenoy

entre la esponja y se forma un biocomplejo. Se sutura.'

2.10. Regeneracion de un diente completo mediante

células madre de la pulpa dental

El desarrollo de dientes es el resultado de interacciones reciprocas entre el
mesénquima y las células epiteliales, en donde el epitelio provee la
informacién necesitaria para la iniciacién y determinacién de la forma.
Basados en esta afirmacion, Ohazama y cols en el 2004, recombinaron las
células del epitelio oral con CM pulpares y la médula ésea adulta. Este tejido
recombinado fue posteriormente inoculado en mandibulas de ratones, las

cuales se mostraron capaces de formar estructuras dentales, si estaban
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adecuadamente estimuladas. Algunos autores utilizan una estrategia con un
método de agregacion celular o desarrollo biolégico que consiste en la unién
de células mesenquimales y células epiteliales para formar una pieza dentaria,
la cual consiste en cultivar colageno, células de odontoblastos, ameloblastos y
fibroblastos, para la creacion de la nueva pieza. En este método se utilizaron
células madre de incisivos y molares dentales en la capa sub-renal de ratones
de laboratorios con bioingenieria y se llegd a la conclusién que siendo una
pieza Unica radicular, es mas facil de crear que una multiradicular. Segun Yuy
cols en el 2007 al estudiar la capacidad de regeneracion de las CM de la
médula ésea, compararon con las CM pulpares y concluyeron las de la pulpa
poseen una mayor capacidad odontogénica. Para conseguir la regeneracién de
un diente biofuncional es necesario conocer el proceso de crecimiento vy
desarrollo de éste, hoy en dia la ingenieria tisular basada en CM, ha
determinado que para generar un diente entero, la fuente de células tiene que
ser de un gérmen dentario, sin embargo para reparar parte de algun tejido

. , . . 7,52
dentario, podrian ser necesarios uno o dos tipos de CM.* ’>
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3. Aislamiento y criopreservacion

Las CM son aisladas temporalmente, como lo recomiendan varios estudios
para asi confirmar la salud de éstas, posteriormente multiplicarlas en grandes
cantidades y ser criopreservadas a bajas temperaturas para ser utilizadas en

un futuro.

3.1. Definicion de criopreservacion

La criopreservacion es el depdsito, congelamiento y almacenamiento de CM,
estas células son congeladas a temperaturas de -190° C. A esta temperatura
las células se conservan vivas pero inanimadas, lo que permite que se

.. .y Fi :3.1) 62
conserven en buen estado para su utilizacién futura. (F8u2 3.1 62,63

Figura: 3.1 Células en criopreservacion.®
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La criobiologia se refiere a entender los efectos que causan las temperaturas

(Figura:3.2) v 3 que el tiempo bioldgico es una

bajas sobre los sistemas celulares
consecuencia de determinadas reacciones bioquimicas y el frio prolonga el

tiempo, ya que enlentece estas reacciones.®®

Figura 3.2 Células madre a bajas

temperatu ras.65

3.2. Antecedentes histéricos de aislamiento y

criopreservacion

Accidentalmente se descubrid, la capacidad del glicerol para proteger las
células del dafio por congelamiento y se ha demostrado que tiene dos
componentes, el daio directo de los cristales de hielo y el dafio secundario,
causado por el aumento de la concentracién de solutos. La congelacién
intracelular es letal, pero generalmente se puede evitar por enfriamiento
suficientemente lento, y bajo las condiciones habituales. Sin embargo, el hielo

extracelular juega un papel importante en los tejidos. Los crioprotectores
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actuan principalmente mediante la reduccién de la cantidad de hielo que se
forma en cualquier temperatura bajo cero. Si se podria introducir suficiente
crioprotector, la congelacién se evitaria por completo y un estado vitreo
puede ser producido, pero el dafio téxico y osmotico, causado por las altas
concentraciones de crioprotector que se requiere, podria convertirse en
problemas serios. La caracterizacion de la criobiologia del espermatozoide
comenzé hace unos 20 afios, donde se determinaron diferentes parametros de
los espermatozoides, entre los cuales se encuentran los cambios bioquimicos,
estatus energético, integridad de la membrana, temperatura de transicion de
fase de la membrana lipidica, integridad de elementos subcelulares vy
morfologia de acrosoma. El desarrollo de las técnicas de criopreservacién ha
tenido un enorme impacto en muchos campos, sobre todo en la medicina

reproductiva 63,49

3.3. Generalidades de aislamiento y criopreservacion

El aislamiento y la criopreservacion tienen como objetivo el mantenimiento de
la viabilidad y la funcionalidad celular a bajas temperaturas, por tanto la
criobiologia se refiere a entender los efectos de las temperaturas bajas sobre
las células, ya que el tiempo biolégico es consecuencia de determinadas

reacciones bioquimicas y el frio enlentece estas reacciones.®®

Sin embargo este no es un proceso exento de problemas, ya que puede
inducir variaciones extremas en las propiedades quimicas, térmicas vy

eléctricas, las cuales pueden alterar las membranas celulares, los organelos y
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la interaccion célula-célula en los tejidos a criopreservar. Por lo tanto la
estructura y composicion de las membranas plasmaticas determinan los
principales eventos celulares que tienen lugar durante los procesos de
criopreservacion, como es su comportamiento durante la congelacién y la
descongelaciéon que definird los indices de supervivencia de la célula
congelada. Los periodos dificiles durante la congelacion para la vida de la
célula, es la fase inicial del congelamiento y el periodo de retorno a
condiciones fisiolégicas. Al ya entender y aplicar adecuadamente la
criopreservacién hoy en dia, hay una especial atencién a la conservacion de
tejidos, 6rganos y embriones humanos, para utilizarlos en la investigacién y su
posterior aplicacidon terapéutica (trasplantes) llegando a crear verdaderos
archivos bioldgicos. Las células tienen diferente tamafio, manejan diferente
composicion de solutos y en general el éxito de la criopreservacion esta
correlacionado con la complejidad de los sistemas bioldgicos congelados. La
membrana plasmatica de la célula, tiene una estructura muy organizada,
segin el modelo de mosaico fluido, estas membranas se componen
basicamente de lipidos anfipaticos, proteinas y un pequefio porcentaje de
carbohidratos, que varia depende al tipo y especie celular. El transporte a
través de las membranas es el punto decisivo para la supervivencia celular en
posdescongelaciéon. Las membranas son las que sufren mas dano en la etapa
de congelacién, debido a la pérdida de fluidez de sus componentes

|ipl'diCOS.62'63
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3.3.1. Agentes crioprotectores

Son sustancias hidrosolubles y de baja toxicidad, que disminuyen el punto de
solidificacion de una solucién dada. Se pueden clasificar como crioprotectores,
de alcoholes, azucares y dimetil sulféxido. También se pueden clasificar de
acuerdo a su permeabilidad celular en agentes penetrantes y no penetrantes.
Los penetrantes son de bajo peso molecular y permeables a través de la
membrana celular. El mas utilizado es el dimetil sulfoxido que es hidrosoluble,
de bajo peso molecular, desde el descubrimiento de sus propiedades
crioprotectoras se ha utilizado como uno de los mejores crioprotectores. Entre
otros crioprotectores penetrantes encontramos el glicerol y el propanediol.
Los agentes no penetrantes son sustancias de alto peso molecular, muy
efectivas a velocidades altas de congelacién, son importantes para ejercer su
accién crioprotectora promoviendo la rapida deshidratacién celular y suelen
usarse asociados a los agentes penetrantes. Los mas utilizados son la sacarosa,

glucosa, dextrosa y dextrano.®> %

3.3.2. Métodos de criopreservacion

Estos los podemos clasificar de acuerdo a la velocidad del congelamiento y
descongelamiento en protocolos de congelacién de las cuales, las adiciones
del crioprotector suele hacerse por varios pasos y al bajar la temperatura se
realiza lentamente en un congelador programable, por lo tanto Ia
descongelacién rapida se hace velozmente a temperatura ambiente o a bafo

de agua a 30°C. La congelacion ultrarrapida fue originalmente descrita para la
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congelacion de embriones, por Trouson en 1986, lo cual implica la rapida

deshidratacién celular.®®

3.4. Bancos de criopreservacion

Son centros de almacenamiento para muestras de cultivos celulares, con la

finalidad de aislarlas y criopreservarlas para su uso futuro.®

3.4.1. Banco de ovocitos

Los primeros bancos de criopreservacién, fueron el de los ovicitos ya que la
condicion de esterilidad posterior a quimioterapia o radioterapia en
patologias neoplasicas, puede ser evitada con la criopreservacién de ovocitos,
adicionalmente, mujeres que sufren patologias del sistema reproductivo o
mujeres que desean alargar la maternidad, y asegurar su potencial de

fertilidad usando esta técnica.®

3.4.2. Banco de espermatozoides

Existe también el banco de espermatozoides, y a pesar de que fueron las
primeras células criopreservadas, aun hay investigaciones para intentar
mejorar la sobrevida de estas células en pacientes con infertilidad vy
problemas oncoldgicos. Y con el paso de los afios y nuevas investigaciones se

han abierto mas posibilidades de criopreservar gran variedad de células, entre
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las cuales ya existe la posibilidad de criopreservar células madre de la pulpa

dental, cerebro, médula ésea, cordén umbilical, sangre etc.®®

3.4.3. Banco de células madre de la pulpa

dental

El Banco de células madre llamado Bioeden en Austin Texas, es uno los mas
reconocidos a nivel mundial y cuenta con el aislamiento y criopreservacion de

CMPD para su uso terapéutico en un futuro.®

Sin embargo para que las CM del diente sean criopreservadas hay un proceso
inicial, que el cirujano dentista debe llevar a cabo. Si un paciente desea
criopreservar sus células para utilizarlas posteriormente, en alguna de las
enfermedades de su propio organismo, sin temor al rechazo, tales como la
piel, huesos, musculos, corazén e incluso cerebro, podra disponer de ellas,

hasta 20 afios, ya que constan de esa viabilidad las células madre.®* ®

El Banco de células proporcionard un kit de recoleccion, que consta de la caja
de empaquetado, el tubo colector, la etiqueta de identificacidn y los paquetes
de gel.®®

3.4.3.1. Guia de extraccion

En la guia de extraccion el primer paso que dara el cirujano dentista sera llenar
con leche entera de vaca pasteurizada el tubo colector, el siguiente paso sera

enjuagar la boca del paciente con algun antiséptico (Listerine, Duclonato de

i

¥

LT

FACULTAD

DE
ODONTOLOGIA

UNAM
1904

il

"



Qb

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO  jis -2 o

w{“ ()D()NT[')(ELO(EL\ ’IM
* o

1904

clorhexidina) durante un minuto, posterior al enjuague, el cirujano realizara la
extracciéon normal, donde no sera necesario enjuagar el diente, ya que la
sangre ni la anestesia interfieren con el proceso de criopreservacion. Lo
siguiente sera colocar inmediatamente el diente en el tubo colector que
previamente contiene la leche, cerrarlo perfectamente y colocar la etiqueta
con los datos requeridos, que son el nombre del paciente, nombre del tutor en
caso requerido, o caso que el paciente es menor de edad y la fecha del
nacimiento. Finalmente se colocara el tubo colector al refrigerador, en lo que
éste es recolectado para su envid al laboratorio, es muy importante sélo

(Figura: 33) | diente debe ser sano, sin caries

refrigerarlo y no congelarlo
profundas, abscesos y si el paciente presenta caries incipientes, retirarlas
dentro de boca. Nos menciona el laboratorio que cuenta con sélo 72 horas
para que el diente llegue al banco en buenas condiciones y poder hacerse el

procedimiento.®®

O
9 { %T)l

|
|
|
|/
\J

Llenar el tubo de leche Desinfectar la cavidad bucal Realizar la extraccion

ol

Etiquetar en tubo con los Refrigerar el tubo con el

datos del paciente diente dentro

Colocacion inmediata del

diente en el tubo

Figura: 3.3 Guia de extraccién para el cirujano dentista.®
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3.4.3.2. Guia de

empaquetamiento

(Figura: 3.4) hara que la muestra

Finalmente existe una guia de empaquetamiento
posteriormente ser enviada al laboratorio, la cual consiste en simples vy

sencillos pasos, para mantener protegido el empaque lo mejor posible.*

A

2
X0

Colocar los paquetes de gel en la Meter el unicel dentro de la caja. Cierre y selle con cinta adhesiva la
caja de unicel, colocando la bolsa

0o
AN

caja.
ziplock sellada sobre estos. Tapar la

caja de unicel.
*No colocar el tubo debajo de

ninguna bolsa de unicel.

Figura 3.4 Guia de empaquetamiento.66
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3.43.3. Leche entera
pasteurizada como medio de

transporte

Hace varios afos la leche se ha utilizado como corto transporte idéneo de los
dientes, ademds que es facil adquirirla, también contiene varias ventajas para

el transporte de este tipo de tejido.®®

Bieoden nos menciona que la extraccidon del diente se tiene que llevar a un
medio le leche de vaca pasteurizada, esto es porque la osmolaridad y el pH es
similar al tejido dental. Al ser comparada con otros medios, la leche conserva
viables las células por mas tiempo y al mantener la leche en refrigeracién se
maximiza la durabilidad de la vida celular, hasta 120 horas sin perder su
viabilidad y funcionalidad. Finalmente la leche entera de vaca contiene gran
cantidad de elementos, antivirales, antibacteriales y antimicrobianos que
mantienen el diente y las CM en un estado excelente antes de su

procesamiento.66

3.5. Criopreservacion de las células madre de la pulpa

dental

El nuevo interés en la ingenieria de los tejidos es el empleo de las CM aisladas
en los tejidos adultos y actualmente la inclinacion en el uso terapéutico de las

CM en la terapia de regeneracién de los tejidos dentales.”
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Bioeden nos proporciona 6 etapas de seguimiento del proceso de laboratorio
para el aislamiento y la criopreservacion que consta de una duracion de 21
dias, para llegar al término del procedimiento €35 Estas consisten en: *°

Etapa Duracion (dias) Descripcién

1 RECEPCION DEL DIENTE 0-1 Recepcion y evaluacion
inicial por un equipo

bidlogos de bidlogos.

2 EVALUACION DE 1-2 Iniciacién del proceso de
LABORATORIO extraccion celular.
3 El diente se remueve de

cuarentena, donde todas
TIEMPO EN CUARENTENA 4-6 las muestras son
descontaminadas y

examinadas.

4 PRESENCIA DE CELULAS 8-16 Se detecta actividad
celular, que
constantemente esta en
monitoreo. Esta serd una
indicacion positiva, que
nos informa que el
proceso se esta llevando

correctamente.

5 PRUEBA FINAL 14-20 Las células madre al pasar
todas las pruebas de
criopreservacion, seran
confirmadas con buenas

condiciones de salud y

viables.
6 CRIOPRESERVACION 15-21 Se aislan y criopreservan
COMPLETADA las células madre para su
uso futuro.

Figura: 3.5 Etapas de seguimiento.66

88
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El proceso de laboratorio, consiste en que al recibir el diente se hace la

desinfeccion previa del diente, la multiplicacién celular, hacer pruebas de

calidad a la célula y la criopreservacion a largo plazo. (Figura:3-6) €6

|t ] procese olab L
F"

Figura: 3.6 Proceso

de laboratorio.®®

Q2 AU AU~
Las pruebas de calidad son muy importantes ya que de esto dependerad si esa
célula es util, para la asegurar la calidad y aplicabilidad terapéutica para su uso
futuro, si no se desecha. Todas las muestras que se conservan con Bieoeden
seran sometidas a estas pruebas y supervisadas por la FDA. En estas se verifica
la morfologia celular, lo que es la forma, el tamano y el fenotipo del patrén de
crecimiento celular, donde se percataran del tipo de célula mesenquimal
indiferenciada, también se verifica las tasas de crecimiento celular y se
asegura que la tasa sea consistente con las células sanas, inmaduras e
indiferenciadas, se requiere 800,000 células en 21 dias, esta prueba detecta y
elimina otro tipo de células que no se encuentran en la pulpa dental pero no
son CM, en las pruebas de contaminacidn, se detecta la posible infeccidon de
bacterias, hongos o agentes virales en las células, también se constata la
diferenciacion y multipotencialidad celular, donde se confirma que las CM
puedan generar células adiposas y dseas ya que ésta es una propiedad Unica
de las CM multipotenciales y finalmente se confirma la presencia de

marcadores en la superficie de la célula, que por medio de la tinciéon de
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inmunoflorecencia, se hace presente el antigeno STRO-1 propio de las CM.
Estas se almacenardn en lugares separados para tener un mayor grado de

seguridad y son almacenadas a una temperatura de -196°C.°

En otros estudios realizados se aisld, se caracterizé y se indujo a la
diferenciacién celular, CM derivadas de extractos de la pulpa dental de
premolares de pacientes jovenes que fueron extraidos por cuestiones de
tratamientos de ortodoncia. Por tanto las CM aisladas en los cultivos,
formaron colonias clonogénicas después de 5 semanas de cultivo, presentando
células con morfologias alargadas, aplanadas y fibroblasticas. Finalmente los
resultados muestran que a partir de la pulpa dental es posible aislar CM
adultas con caracteristicas clonogénicas y también son capaces de recibir
estimulos para inducir su diferenciacion celular, formando tejido mineral
similar al depositado con las células que daran origen a la dentina o tejidos
mineralizados, como hueso y cemento radicular. Sin embrago alun no se
conocen las sefales necesarias para la diferenciacion al fenotipo celular
especifico, por lo que la investigacidn actual estd encaminada investigar cuales
son los mecanismos moleculares involucrados en el transito de una poblacion
celular progenitora con caracteristica de CM a una poblacion comprometida
hacia un linaje dental o célula diferenciada. Para este estudio se tomaron 5
pacientes sanos de ambos sexos, de entre 12 y 18 anos de edad, que
acudieron a la Clinica de Odontopediatria de la divisién de estudios de
Posgrado e Investigacién de la Facultad de Odontologia de la UNAM. El
tratamiento se basé en la extraccidon de los premolares en donde el tejido

pulpar se extrajo de la cavidad y se colocaron en medio DMEM frio estéril.
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Para llevar a cabo el aislamiento de las CM se colocaron en una solucién de
3mg/mL de colagenasa tipo 1 y 4mg/mL de dipasa durante 10 minutos,
pasando este tiempo de reposo se lavaron con medio DMEM con suero fetal
bovino al 10% durante tres minutos. Los extractos de la pulpa dental se
dejaron crecer en cajas de cultivo modificao Eagle’s suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB), una solucidn de antibidticos (penicilina 100 Ul/mL),
estreptomicina (100mg/mL), fungisona (0.3mg/mL), 100 mM de aminoacidos
no esenciales y 100mM de piruvato de sodio, hasta obtener colonias
clonogénicas aproximadamente de 2 a 5 semanas de cultivo. Este medio de
cultivo se cambié cada tercer dia, para garantizar el medio celular. Se
demostré que poseen marcadores de membrana especificos de células
progenitoras: STRO-1 Y CD-44, estos marcadores codifican para proteinas
especializadas que actian como receptores y tienen la capacidad de
sefializacion o adhesion. Posteriormente los resultados arrojaron que a partir
del tejido pulpar utilizando métodos de digestion enzimatica, es posible aislar
células o colonias individuales, después de un periodo de cultivo de 14 a 20
dias donde muestran una morfologia tipo fibroblastica, alargada y aplanada
gue se pueden ubicar en colonias clonogénicas, que es una caracteristica
esencial de las CM postnatales. Las CM se consideran células progenitoras
capaces de responder a estimulos diferenciadores especificos y para
confirmarlo se realizé un estudio de diferenciacioén in vitro donde se utilizé un
estimulo que promoviera la formaciéon de nédulos mineralizados por medio de
dexametasona en los medios de cultivo celular y los resultados arrojan que las
células que recibieron dexametasona son capaces de formar nddulos

mineralizados, cuando se comparan con las CM cultivadas en ausencia de
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estimulo mineralizante. %37 Se encontré que las proteinas involucradas

mas importantes en el proceso de biomineralizacién son la sialoproteina ésea

(BSP) y osteopontina (OPN).*> >2
A B
i i
i |
o‘ ‘ N
. ik
» s 3 :
[ -
Control sin Control con
dexametasona dexametasona

Figura: 3.7 Ndédulos de fosfato de calcio depositados por células madre

diferenciadas con dexametasona (B) y control (A) tefiidos por alizarina s

La proteina con mayor expresion de BSP nos habla de diferenciacion de las
CM, ya que la BSP es una proteina involucrada en la nucleacién de los cristales
de hidroxiapatita y se presenta entre un 8 al 12% del total de proteinas no
colagenas del hueso alveolar, cemento radicular, dentina y algunas
subpoblaciones del ligamento periodontal. Finalmente se dio como resultado
que las CM derivadas de la pulpa dental de dientes deciduos, células del
ligamento periodontal y células madre mesenquimales de la médula dsea han
sido diferenciadas hacia células osteoblasticas y/o cementoblasticas,
expresando marcadores como BSP, OPN, osteocalcina, fosfatasa alcalina,

colagena tipo | entre otras y bajo otros estimulos diferenciadores a células
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adiposas, neuronales y musculares entre otras. Esto significa que las células de
la pulpa contienen subpoblaciones celulares, son catalogadas como
multipotenciales, con capacidad de diferenciacion hacia un fenotipo

mineralizante.’ >2

3.6. Limitantes y dificultades para la criopreservacion

Los tejidos y células con mas dificultades para son criopreservar el testicular y
el ovdrico, pues su compartimentalizacién lo hace mas complejo. En la
criopreservacién de los ovocitos, la condicion de esterilidad posterior a la
quimioterapia o radioterapia en patologias neoplasicas, puede ser evitada con

la criopreservacion de los ovocitos.®

3.6.1. Criopreservacion de ovocitos

La ovogénesis presenta cambios bioquimicos y estructurales en el nucleo, el
oolema y el complejo oocito-granulosa, por lo tanto los elementos del
citoesqueleto, la progresién del ciclo celular, la morfogénesis del huso, entre
otros, son importantes factores determinantes para el desarrollo de
protocolos de criopreservacion especificos para cada estado de madurez. Los
ovocitos son extremadamente sensibles a la temperatura por los cristales de
hielo formados durante la congelacién vy descongelacién, por tanto las

cromatidas pueden ser afectadas durante estos procesos.63
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3.6.2. Congelacion de espermatozoides

Estas fueron las primeras células en criopreservarse y pesar de esto los
intentos de mejoramiento para su criopreservacion aln es objeto de estudio e
investigacion, principalmente por la poca sobrevida de estas células en
pacientes con infertilidad y problemas oncoldgicos. Y no hubo avances
significativos hasta el descubrimiento de las propiedades crioprotectoras del
glicerol en espermatozoides de toro, empezando asi una opcién viable para

campos, como la reproduccién asistida en humanos. (F8u2:3.8) 63

Figura: 3.8 Congelacién de espermatozoides.®’

3.6.3. Congelacion de embriones

En la congelacidon de los embriones humanos, tres medidas técnicas deben ser
usadas para un mejor control del periodo inestable de cambio de fase en la

soluciéon que rodea al embriéon y en el embridon mismo, las cuales son el control
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de las tasas de congelacién y descongelacién, a medida que la tasa de
enfriamiento aumenta, la probabilidad de que el hielo intracelular pueda
formarse también aumenta. La crioproteccién bioquimica ha sido demostrada
para embriones humanos asi como para otras células. Por lo tanto la
congelacion de embriones puede ser realizada en diferentes estadios de
desarrollo, teniendo cada uno diferentes tasas de sobrevida, asi como también
ventajas y desventajas. Cada tipo de célula debe ser congelado conociendo su
perfil biofisico, el cual dictara mediante ensayos de permeabilidad y volumen
osmoéticamente inactivo las diferentes soluciones criopreservantes
(penetrantes y no penetrantes) y el mejor protocolo de criopreservacion de

esa célula.®®

3.6.4. Inconvenientes en células madre en la

pulpa dental

Esto puede llegar a pasar en ocasiones, en cualquier procedimiento biolégico y
puede deberse a distintos factores como el tiempo que estuvo en aflojamiento
el diente en boca, el tiempo que pasa desde que se exfolia hasta que llega al
laboratorio, también se debe al manejo del diente, el estado de salud e higiene

del mismo.%®
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CONCLUSIONES

En general, las CM son células capaces de formar cualquier tipo de tejido al
diferenciarse, con la estimulacién apropiada. Las CM del adulto tienen mayor
fiabilidad porque no tienen riegos de rechazo al paciente ya que son autélogas
y no existe la formacion de tumores. Hoy en dia las podemos encontrar en
diferentes tejidos como la piel, higado, cordén umbilical, médula ésea, pulpa
dental, entre otros y esto se debe que a medida que avanza el desarrollo
embrionario, se van formando diferentes poblaciones celulares con
potenciales de diferenciacién cada vez mas restringidos, a la edad adulta estas
células sdélo se encuentran en algunos tejidos. Desde hace algunos afios, se han
identificado CM en la pulpa dental, por lo tanto se han abierto investigaciones
en la terapéutica de estas células para la regeneracion de tejidos de la cavidad
bucal, por ejemplo la dentina, que al inocular las células madre directamente
en ella, tienen la capacidad de diferenciarse en odontoblastos y asi poder
regenerar este tejido, para esto es necesario el uso de proteinas como
receptores unidos a la célula, que inducirdn la proliferacién celular o
citodiferenciacién. Otros estudios han mencionado que colocando CMDP con
hidroxiapatita y fosfato tetracalcico en ratones inmunocomprometidos,
generaban estructuras similares a la dentina, con sus fibras de colagena
perpendiculares a la superficie que se encuentra mineralizada. Actualmente
para poder generar pulpa dental a partir de CM, se trasplantan células al tejido
vasculonervioso con células endoteliales, para la posterior formacién de vasos
sanguineos y la pulpa en general, sin embargo, el tejido adamantino no se ha

logrado expresar, con prismas de hidroxiapatita, pero se ha logrado crear con
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bioingienieria un material parecido llamado nanoapatita. En el caso del
ligamento periodontal se han encontrado CM pertenecientes al mismo tejido,
las cuales lograron ser capaces de diferenciarse en precementoblastos,
adipocitos y al mismo tiempo ser células formadoras de colageno, reparar
tejido periodontal y cemento, este ultimo también se ha caracterizado, como
un tejido mineralizado a partir de las CM de la pulpa. El hueso es parte
importante de la cavidad bucal, por tal razéon esto se ha llevado a la
investigacion la regeneraciéon de este tejido, en estudios recientes se ha
inducido su creacidn, trasplantando CM y andamios de colagéno, dando como
resultado un tejido adecuadamente vascularizado y organizado, en donde el
objetivo principal y mas complejo de la regeneracion de tejidos mediante CM
de la pulpa dental, es crear por medio de la bioingenieria un diente con todos
sus compontes, mediante CMPD y CM de la médula dsea, ya que éstas
pueden ser capaces de formar estructuras dentales, si son adecuadamente
estimuladas. Otro experimento en ratones de laboratorio se ha manejado este
tipo de células para la regeneracion de estos tejidos, el cual lograron la
diferenciaciéon de las CM en el complejo dentino-pulpar pero sin organizacién.
Por tal motivo aun faltan muchas investigaciones, en donde se logre
diferenciar de manera organizada y adecuada a las CM por medio de los
marcadores de las proteinas y en un ambiente inocuo para el desarrollo y
duplicacién de estas células. La medicina regenerativa junto con la
bioingenieria son los encargados de proporcionarnos mas estudios e
investigacion, para que en un futuro sea posible, regenerar cualquier tipo de
tejido, para poder llegar a la regeneracién de un drgano dentario completo y

poder generar con las células del propio cuerpo.
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Sus multiples estudios, las ha caracterizado por sus potentes capacidades de
poder formar hasta un érgano faltante del cuerpo vy llegar al entendiemiento y
a al tratamiento de enfermedades degenerativas, como el Alzhaimer vy

Parkinson.

Las CM representan un cambio en la vision del organismo vivo, por lo tanto,
hoy en dia se trabaja rigurosamente para poder entender la diferenciacion, ser
capaces de dar o6rdenes necesarias, manipularlas para que trabajen
correctamente en la regeneracion y asi dar origen a nuevas células

especializadas, para su futura aplicacién terapéutica.
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