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INTRODUCCION

La realizacidon de una revision sistematica con respecto al estudio de las
células mesenquimales de la pulpa dental incluye varios aspectos que se
deben estudiar y que en general se describen en las siguientes paginas. La
informacion fue obtenida de articulos cientificos en los cuales se detallaron
aspectos tales como: definicién de células madre mesenquimales, aislacion,

cultivo, diferenciacion y caracterizacion de dichas células.

Las células troncales mesenquimales, en los ultimos afos se han
considerado entre las de mayor expectativa para su aplicacion en medicina
regenerativa. Para poder hacer uso terapéutico de estas células es necesario
conocer la metodologia para su identificacion, esto incluye identificacion a
través de marcadores de superficie, aislamiento por medio de mecanismos

de digestion enzimatica o explante, almacenamiento y criopreservacion.

La ingenieria de tejidos es una disciplina que exige el conocimiento de
conceptos basicos como son caracteristicas principales de las células madre
mesenquimales de pulpa dental, factores de crecimiento, andamios y micro
andamios 3D; ésto con la finalidad de poder llevar a cabo procedimientos de
regeneracion del complejo dentino-pulpar; los procedimientos de aislamiento,
identificacion y diferenciacion se han hecho in vitro y se ha experimentado
con animales los beneficios de estas células. Actualmente en lo que se
refiere a la identificacion de las células madre mesenquimales de la pulpa
dental la caracterizacion fenotipica es utilizada para poder diferenciarlas de
otro tipo celular y esto se lleva a cabo por medios inmunofluorescencia y
citometria de flujo. También son utilizadas técnicas de RT-PCR y Western
blot para identificar la expresion de ciertos marcadores genéticos y asi poder
determinar la diferenciacion celular de las células mesenquimales de pulpa

dental hacia linajes osteogénico, odontogénico, condrogénico y adipogénico.




OBJETIVO GENERAL

Realizar una revision sistematica de la literatura con respecto a los diferentes
meétodos utilizados para la identificacion de células mesenquimales de la

pulpa dental.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Describir caracteristicas generales del tejido pulpar.

2. Definir qué es una célula mesenquimal, describir caracteristicas de las
células troncales, células troncales mesenquimales y células troncales
mesenquimales de pulpa dental.

3. Conocer los criterios minimos para identificar a una célula, como
célula mesenquimal.

Describir los métodos de aislamiento de células mesenquimales.
Describir cuales son los medios de diferenciacion osteogénica,
condrogénica y adipogénica.

6. Describir en qué consiste la caracterizacion fenotipica.

Describir como es que se identifican los marcadores especificos o
mesenquimales de las células.

8. Conocer caracteristicas principales de los marcadores especificos que
se involucran en la identificacion y diferenciacion de las células
mesenquimales de pulpa dental.

9. Conocer cédmo se lleva a cabo la identificacion de marcadores
genéticos que ayudan a la diferenciacion de las células de pulpa
dental.

10.Describir en que consiste la criopreservacion de células troncales
mesenquimales de pulpa dental.

11.Conocer el beneficio de la utilizacion de células madre mesenquimales

de la pulpa dental para la regeneracién de diversos tejidos.
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CAPITULO 1. GENERALIDADES

1.1 PULPA DENTAL

Para la mejor comprension de la obtencion e identificacion de células madre
mesenquimales del tejido pulpar, es necesario describir las caracteristicas
generales de dicho tejido. La pulpa dental es un tejido conjuntivo laxo
inervado y vascularizado rodeado por una capa de odontoblastos, tiene su
origen embriologico en la papila dental, que es tejido ectomesenquimatico
derivado de la cresta neural." Esta formado por un 75% de agua y un 25% de
materia organica. Esta ultima estd constituida por células y matriz
extracelular representada por fibras y sustancia fundamental. Dentro del
componente celular se encuentran los odontoblastos que son células
especificas del tejido pulpar, situadas en la periferia adyacentes a la
predentina. Las células principales y mas abundantes de la pulpa son los
fibroblastos, estos secretan los precursores de las fibras colagenas,
reticulares y elasticas, asi como la sustancia fundamental. Las células
pulpares de reserva se denominan también células mesenquimaticas
indiferenciadas, pero derivan del ectodermo de la cresta neural. Son la
poblacion de reserva pulpar, por su capacidad de diferenciarse en nuevos
odontoblastos productores de dentina o en fibroblastos productores de matriz
pulpar, segun el estimulo que actué sobre ellas.” Se ubican en la regién
subodontoblastica o en la proximidad de los capilares sanguineos. Son
dificiles de diferenciar de los fibroblastos en cortes histoldgicos tefidos con
HE. Se describen como células de menor tamafo y de aspecto estrellado.
Las células mesenquimaticas indiferenciadas del periapice son las que
pueden dar lugar a las distintas lineas celulares: fibroblastos, osteoblastos,
cementoblastos y ocasionalmente odontoblastos, como respuesta bioldgica a
determinadas situaciones clinicas. El grupo de células de defensa del tejido
pulpar esta integrado por macrofagos y su funcién consiste en digerir

microorganismos, Yy eliminar bacterias y células muertas, las células



dendriticas se distribuyen en la pulpa configurando un reticulo, su funcion es
iniciar la respuesta inmunolégica primaria. También existen fibras colagenas
tipo I, representa el 55% del colageno pulpar, fibras reticulares que son
fibrillas de colageno tipo Il asociadas a fibronectina y fibras elasticas que son

muy escasas y se componen de elastina’ como se observa en la figura 1.

La sustancia fundamental estda constituida principalmente por
proteoglucanos, que estan formados por cadenas de glucosaminoglucanos
(GAG). Los GAG mas significativos presentes en la pulpa son: condroitin 4 y
6 sulfato (60%), dermatan sulfato (34%), keratan sulfato (2%) y acido
hialurénico (2%). Los proteoglucanos contribuyen a la viscosidad de la matriz

intercelular de la pulpa y dan a la misma un caracter gelatinoso.

En la sustancia fundamental es prevalente la fibronectina, que es una
glucoproteina extracelular, que actua como mediadora de adhesion celular,

uniendo a las células entre si y los componentes de la matriz."

Figura 1. Componentes celulares de la pulpa dental.?
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1.2 CELULAS MESENQUIMALES
Células con nucleo oval con cromatina fina y de nucléolo prominente, poseen
numerosas prolongaciones citoplasmaticas inmersas en una matriz

extracelular abundante, viscosa y con escasas fibras.® (Figura 2)

Figura 2. Morfologia de células mesenquimales.*

1.3 CELULAS TRONCALES

Se define a la célula troncal con base en sus caracteristicas funcionales.
Tiene la capacidad de autorenovacion, no diferenciadas y son capaces de

generar células que pueden diferenciarse al menos en un linaje particular.

El término no diferenciadas se refiere a que estas células no tienen una
funcién determinada en algun tejido u 6rgano, una célula troncal, aunque se
localice en un tejido en particular no adquiere las caracteristicas propias de
ese tejido para llevar a cabo las funciones determinadas; mientras que la
autorenovacion es la capacidad que tienen las células de producir células
idénticas a la inicial, lo que permite el mantenimiento de su poblacion.
Cuando una célula troncal se divide, puede dar lugar a dos células troncales,
0 se puede generar una célula troncal y una progenitora, esta ultima con la

capacidad de diferenciarse a otros linajes celulares.®

Las células troncales tienen distintos potenciales de diferenciacion, con base

a esta caracteristica, se clasifican en: totipotentes, pluripotentes vy

11



multipotentes. Por ejemplo, cigoto es una célula troncal totipotente, ya que es

capaz de generar todas las estructuras embrionarias y extraembrionarias.

Las células troncales pluripotentes son capaces de formar todos los tipos
celulares de un organismo adulto. A partir de estas células se diferencian las
tres capas germinales, de las cuales se generan los diferentes tejidos y
organos de un individuo: ectodermo (que origina piel y linajes neurales),
mesodermo (que da origen a la sangre, tejido adiposo, musculo, hueso y
cartilago) y endodermo (que origina tejidos del tracto digestivo vy

respiratorio).’

Las ceélulas troncales multipotentes o somaticas tienen capacidad de
autorenovacion y diferenciacion limitada. Son capaces de formar todos los
tipos celulares diferenciados del tejido al cual pertenecen. Algunas células
troncales multipotentes cuando son cultivadas in vitro con medios
especificos, tienen la capacidad de generar células con caracteristicas de

otros tejidos, a esta propiedad bioldgica se le denomina plasticidad celular.’

Figura 3. Plasticidad celular, capacidad de generar células con caracteristicas de otros

tejidos.6
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1.4 CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES.

Las células troncales mesenquimales (MSC) son las mas ampliamente
estudiadas y son un tipo de célula madre adulta utilizada en terapia celular. A
pesar de que presentan menor potencial de proliferacion y menor plasticidad
que las células madre embrionarias y las células madre inducidas, son mas
faciles de obtener de los tejidos, no crean problemas éticos para su
manipulacion, presentan alta capacidad de expansion in vitro ademas bajo
potencial para la formacion de teratomas. Fueron descritas por primera vez
en 1968 por Friedenstein y cols, como unidades formadoras de colonias, de
aspecto fibroblastoide, que se adherian al plastico en cultivo y con capacidad
de regenerar tejido 6seo in vivo. Las MSC poseen una elevada capacidad
inmunomoduladora, regenerativa y de cicatrizacion; regulan la secrecion
paracrina de factores de crecimiento, citocinas, factores antifibréticos vy
mediadores angiogénicos. Tienen funcidén regenerativa en tejidos como piel,
hueso, cartilago, higado, cérnea, debido a su capacidad de diferenciarse a
células especializadas como los condrocitos, osteocitos, células epiteliales,
células del rindn y ceélulas epiteliales pigmentarias de la retina. También
tienen eficacia en la regeneracion de tejido periodontal, del miocardio y el

sistema nervioso’, se puede observar en la figura 4.

Figura 4. Funcién regenerativa de las
células troncales mesenquimales.8
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1.4.1 CRITERIOS MINIMOS PARA CONSIDERAR A UNA CELULA,
COMO CELULA TRONCAL MESENQUIMAL.

En el afio 2006, la Sociedad Internacional de Terapia Celular, redefinio las
caracteristicas minimas necesarias para que una célula fuera considerada

célula troncal mesenquimal, quedando de la siguiente manera:

1. Las células troncales mesenquimales deben tener capacidad de
adherencia al plastico en cultivo.

2. Morfologia celular fibroblastoide.

3. Expresar los antigenos (marcadores) de superficie CD73, CD90 y
CD105 en ausencia de otros antigenos hematopoyéticos del tipo
CD34, CD45 y marcadores tipicos de linfocitos B, monocitos y
macrofagos.

4. Ser multipotentes y presentar una alta plasticidad para diferenciarse in
vitro bajo condiciones estandar de cultivo a osteoblastos, osteocitos,

adipocitos y condrocitos.’

Es importante identificar a las MSC de otro tipo celular como son los
fibroblastos y esto se hace por medio de la caracterizacion de los
marcadores especificos de superficie. Las MSC deben ser positivas a CD73,
CD90 y CD105 y negativas a CD14, CD34 Y CD45, es importante identificar
nuevos marcadores que diferencien MSC (CD106, CD146, ITGA11) y
fibroblastos (CD10, CD26).”

14



1.5 CELULAS MADRE MESENQUIMALES DE LA PULPA
DENTAL.

Las células troncales de la pulpa dental (DPSCs), representan un nicho de
células troncales mesenquimales, que tienen la capacidad de autorenovarse
y diferenciarse (Figura 5). Se ha demostrado que estas células se diferencian
in vitro e in vivo, en odontoblastos, osteoblastos, neuroblastos, condrocitos,
fibroblastos y endotelio segun el estimulo que actué sobre ellas.® Han sido
ampliamente estudiadas con el fin de conseguir la regeneracion in vivo del
complejo dentino-pulpar. En el afio 2000, Gronthos y cols, aislaron células
madre de la pulpa dental humana de dientes permanentes, estas tenian la
capacidad de regenerar un complejo dentino-pulpar similar al original.
Ademas, se ha reportado que estas células pueden ser faciimente
criopreservadas durante largos periodos de tiempo y conservan su
multipotencia y capacidad de producir hueso. Estan localizadas en la region
perivascular y la zona de Hohl, con abundantes células, es adyacente a la
capa de odontoblastos. Shi y cols, demostraron que la expresion de los
marcadores CD146+ y STRO-1+ de las células troncales de la pulpa dental
es restringida en las paredes de los vasos sanguineos y estan ausentes en
los alrededores del tejido fibroso y perineuro, indicando que las DPSCs se

localizan en la regién perivascular de la pulpa.®

Figura 5. Cultivo de células mesenquimales de pulpa dental, A. Cuatro dias de cultivo, una colonia

B. Siete dias de cultivo, colonias de mayor tamafio, células fusiformes y estrelladas. 10
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1.6 REGENERACION DE TEJIDOS.

Es necesario tener presentes aspectos basicos e importantes como son los
factores de crecimiento y andamios, ademas de lo que es una célula madre o
célula troncal mesenquimal para entender las multiples aplicaciones que
tienen en la ingenieria de tejidos.11 Para traducir la promesa de células
madre en realidad terapéutica, cada uno de estos componentes tiene que ser

optimizado sincronicamente.

Células madre

Regeneracién de tejidos Factores de crecimiento/ vias de sefalizacion

Material de ingenieria tisular (andamios)

1.6.1 FACTORES DE CRECIMIENTO.

Los factores de crecimiento son polipéptidos o proteinas que se unen a
receptores especificos en la superficie de las células, pueden iniciar una
cascada de sefalizacion intracelular y actuar de una manera autocrina o
paracrina son utilizados para controlar la division de las células madre: al
aumentar la tasa de proliferacion, inducir la diferenciacién, estimular a las
células madre para sintetizar y secretar matriz mineralizada, asi como para

inducir la regeneracion de tejidos."

Se ha evaluado la capacidad de distintos factores de crecimiento para
desencadenar la diferenciacion de células madre mesenquimatosas en

células tipo odontoblasto. Por ejemplo, se ha demostrado que la aplicacion

16



de dexametasona aumenta la diferenciacion de las células de la pulpa dental
humana en células tipo odontoblasto. Cambiando la composicion de los
factores de crecimiento se puede alterar por completo la diferenciacién de las
células mesenquimatosas, de modo que la misma poblacion celular puede
presentar marcadores de odontoblastos, condrocitos o adipocitos,
dependiendo de su exposicidn a distintas combinaciones de factores de

crecimiento,12 como se describe en el cuadro 1.

Existen varios estudios en donde se ha demostrado que las DPSC son
capaces de diferenciarse en osteoblastos cuando se cultivan en medio
osteogénico suplementado con dexametasona, beta-glicerofosfato y acido

ascorbico.

En una revisidn realizada por Kim y cols, en el afio 2012, se analizaron los
efectos de diversos factores de crecimiento en las células de la pulpa dental
y también se exploré cédmo algunos de los factores de crecimiento pueden

participar en la regeneracion del complejo dentino-pulpar.®

Es importante tener en cuenta los efectos de los factores de crecimiento,
para asi poder determinar su uso en los medios de diferenciacion de células
mesenquimales de pulpa dental. El factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) participa en la angiogénesis, también puede inducir la
quimiotaxis, la proliferacion de células mesenquimales y estimulan la sintesis
de proteinas de la matriz de la dentina, pero parecen inhibir la actividad de la

fosfatasa alcalina (ALP) en las células de la pulpa dental en cultivo.

17
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El factor de crecimiento transformante  (TGF-3) es quimiotactico en células
de pulpa dental in vitro. En general el efecto de TGF-f es variable
dependiendo del tipo de células y tejidos. TGF-B1 regula una amplia gama de
actividades celulares, tales como la migracién celular, proliferacion celular,
diferenciacion y sintesis de matriz extracelular; en cultivos de células de
pulpa dental se ha demostrado que promueve la diferenciacion
odontoblastica. El efecto de TGFB1 haciendo sinergia con el factor de
crecimiento de fibroblastos-2 (FGF2), demuestra el aumento de la actividad
de ALP, la formacion de nodulos mineralizados, la expresion de DSP y

proteina de matriz de dentina-1."

Otro factor de crecimiento utilizado es la Proteina morfogenética 6sea (BMP)
tiene fuertes efectos osteoinductivos y condrogénicos. Existe un grupo
amplio de BMP, las BMP2, BMP4, BMP7 y BMP11 son de importancia clinica
debido a su papel en la induccion de mineralizacion. La BMP2 estimula la
diferenciacién de las células madre de la pulpa dental en odontoblastos in
vivo e in vitro. También la BMP11 estimula la diferenciacion odontoblastica
de las células madre / progenitoras de la pulpa dental in vitro y la formacion
de dentina reparativa in vivo. El factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) tiene como efectos la proliferacion endotelial y la neovascularizacion.
Las células de la pulpa dental se vuelven positivas para CD29, CD44, CD73,
CD105, CD166, pero negativas para CD14, CD34, CD45 después del
tratamiento con VEGF, este factor aumenta la proliferacién y la diferenciacion
osteogénica de las células de pulpa dental, lo que sugiere un posible papel

estimulador del VEGF en la osteogénesis."

El factor de crecimiento de Fibroblastos-2 (FGF-2) tiene efectos en la
regeneracion del complejo dentino-pulpar, ademas es un potente factor
angiogeénico, que estimula la formacion de nuevos vasos sanguineos en la
pulpa dental junto con PDGF y VEGF. FGF2 combinado con TGFf1 induce

la diferenciacién de las células de la pulpa dental en células similares a los
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odontoblastos. EI FGF9 promueve la condrogénesis y simultdneamente
inhibe la hipertrofia de DPSCs.">"*

Existe un factor de crecimiento similar a la insulina (IGF) que contribuye a la

odontogénesis y a la reparacion del tejido dental.

Factor de crecimiento nervioso (NGF) actua como un estimulante para la
mineralizacion, ya que en un estudio pudo inducir la diferenciacion de células

de papila dental en odontoblastos in vitro.

Como ya se ha mencionado, la regeneracion del complejo dentino-pulpar y la
regeneracion de otros tejidos dentales puede ser posible gracias a la
ingenieria de tejidos que incluye la utilizacion de células madre
mesenquimales, factores de crecimiento y andamios; pero estos conceptos
aun estan en estudio y resulta algo complicado poder utilizarlos de forma
clinica. Ante esto ha surgido una técnica llamada Cell Homing utilizada para
la regeneracion del complejo dentino-pulpar por medio de factores de
crecimiento, asi se acelera el proceso de reparacion y regeneracion, como se

ilustra en la figura 6.

Proliferacion

Diferenciacion

Crecimiento neuronal

Quimiotaxis

Figura 6. Factores de crecimiento utilizados en la técnica de Cell Homing para regeneracion

de tejido pulpar.14
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Existe la posibilidad de que haya diferenciacion celular sin la necesidad de
inductores; asi lo demostron Laino y cols, donde las DPSCs CD34 +y CD117
+ pueden ser diferenciadas en osteoblastos con medio estandar

suplementado con FBS al 20% vy sin inductores osteogénicos.

1.6.2 ANDAMIOS (MATRICES)

El andamiaje es un microambiente fisico-quimico y biolégico tridimensional y
debe permitir la union, proliferacion y diferenciaciéon de las células madre
sembradas en él. Ademas de permitir el paso de aire y tener la porosidad

adecuada para el flujo de proteinas y factores de crecimiento.’
Los andamiajes se clasifican en naturales y sintéticos:

1. Naturales: construidos a partir de los componentes de la matriz
extracelular. Estos incluyen colageno tipo I, glucosaminoglucanos,
matriz de dentina desmineralizada y fibrina. Son bioactivos,
biocompatibles y tiene propiedades mecanicas aceptables.

2. Sintéticos: entre estos encontramos, acido polilactico (PLA), acido
poliglicolico (PGA), acido polilactico-coglucélico (PLGA), la poliépsilon
caprolactona, hidroxiapatita-fosfato tricalcico, las bioceramicas e

hidrogeles como alginato o variantes de polietilenglicol (PEG).

Los andamios deben ser disefiados para soportar la adhesiéon, la
diseminacion de células y la deposicion de tejido nuevo, evitando la
necesidad de implantes artificiales. Un andamio ideal debe tener
caracteristicas quimicas y fisicas especificas: las principales propiedades son
la biocompatibilidad para optimizar la regeneracidon del tejido sin efectos
secundarios de la respuesta inmune; debe ser biodegradable para ser

absorbido simultaneamente con el crecimiento celular y tiene que tener
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propiedades mecanicas especificas, para ser estables y resistir las tensiones

in vivo."

Se han realizado estudios utilizando DPSCs en andamios de esponjas de
colageno, hidroxiapatita (HA), quitosano, biocoral y PLGA, como se

esquematiza en la figura 7.

Figura 7. Diagrama de células mesenquimales de la pulpa dental y la ingenieria del tejido

6seo.’

Es importante la macroestructura tridimensional de los andamios ya que
imitan las funciones fisioldgicas de la matriz extracelular. La porosidad es
importante para un buen crecimiento 6seo; el tamano de poro debe estar
entre 100 y 400 ym y deben estar abiertos e interconectados para permitir la

difusion, penetracion, adherencia y proliferacién de células.
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1.6.3 MICRO-ANDAMIOS 3D

El cultivo convencional de células en superficies planas bidimensionales es
un enfoque poco natural y conduce al aplanamiento de células sin la
presencia de matriz extracelular natural. Los modelos de cultivo de células
tridimensionales (3D) imitan la estructura in vivo y facilitan su diferenciacion,
sefalizacion intercelular vy expresién,15 observar figura 10. Los micro
andamios porosos debido a su geometria proporcionan una gran area
superficial, utilizacion minima de los medios e imitan el micro ambiente in
vivo para el crecimiento celular, son biodegradables y se pueden trasplantar
directamente in vivo y conservar las proteinas de la célula proliferadas en su
forma nativa 3D. Debido a su tamafio micrométrico, estos soportes miniatura
de cadenas de andamios pueden ser inyectados facilmente y pueden ser
trasplantados directamente en los tejidos diana utilizando un procedimiento
minimamente invasivo."””> Las DPSCs proliferaron adecuadamente y se
adhirieron a través de los micro-andamios formando una construccion de

célula-micro-andamio 3D, como se muestra en la figura 8.

Figura 8. Microscopia
electrénica de barrido.
Construccion de micro
andamios y DPSCs
como lo indican las

flechas.™
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El PLGA es uno de los materiales de andamio mas estudiado debido a que
es biodegradable, biocompatible, tiene alta resistencia mecanica y tiene

aprobacion de la FDA, en la imagen 9 se muestran mico andamios de PLGA.

Figura 9. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de micro andamios PLGA

porosos. 1

OPLA (polimero sintético de Acido Polilactico) es un andamio que tiene una
estructura abierta 3D la cual es efectiva para cultivar células de alta
densidad. Estos proveen un sustrato adhesivo que sirve como un soporte
fisico tridimensional para un cultivo de células in vitro como también para la

regeneracion tisular in vivo.™
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Figura 10. Esquema representativo de la obtencion de células madre mesenquimales de

pulpa dental y su cultivo en micro andamios porosos.15
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CAPITULO 2 AISLAMIENTO DE CELULAS TRONCALES
MESENQUIMALES DE LA PULPA DENTAL.

2.1 MEDIOS DE AISLAMIENTO

El protocolo de aislamiento se basa en la capacidad de las células troncales
para adherirse a las placas de cultivo y formar colonias celulares. La
obtencion de las células la podemos hacer por medio de dos técnicas, las

cuales se esquematizan en la figura 11:
2.1.1 TECNICA DE CRECIMIENTO POR EXPLANTE

Consiste en la utilizacion de fragmentos de tejido de tamafio microscépico
que va de 1 a 3 mm y estos son mantenidos en cultivo. El medio de cultivo
esta compuesto por a-MEM, 20% de suero fetal bovino (SFB), una solucién
de antibiéticos (penicilina, estreptomicina y fungisona); para que las células

migren del tejido y realicen confluencia.
2.1.2 TECNICA DE DISGREGACION ENZIMATICA

Consiste en aplicar colagenasa-dispasa en una caja de polipropileno con el
tejido pulpar entero (3 mg/ml de colagenasa tipo | y 4 mg/ml de dispasa
disueltas en DMEM), posteriormente se lleva a incubacion por lapso de dos
horas a una temperatura de 37°C y a una concentracion de 5% de CO.. Esta
técnica se realiza con la finalidad de eliminar la matriz extracelular y aislar las
células de interés. Las enzimas mas utilizadas son las colagenasas, las

dispasas v la tripsina.’®

Es importante tener en cuenta que tanto el método de aislamiento como las
condiciones de cultivo han demostrado que pueden afectar las
caracteristicas y los tipos de células madre formadas durante el crecimiento
in vitro. Un estudio realizado por Huang y cols, revel6 que las células

mesenquimales de la pulpa dental que se sometieron a digestion enzimatica
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tienen un mayor potencial de proliferacion en comparacion a las que fueron

sometidas a un crecimiento por explante.™

Las DPSCs cultivadas por el método de digestion enzimatica pueden formar

complejos dentina-pulpa in vivo.

Figura 11. Métodos de aislamiento. A. Técnica por explante. B. Técnica de digestion

enzimatica.”

Después de una semana de que las células son aisladas, las colonias son
facilmente identificables en los recipientes de cultivo. Cuando las células
alcanzan aproximadamente un 80% de confluencia (por lo general después
de 2 a 3 semanas) debe realizarse un pasaje celular. Para realizar un primer
pasaje celular es necesario colocar 1 ml de tripsina durante 5 minutos a una
temperatura de 37°C, para después lavar en solucion fosfatada tamponada
PBS 1x (Hyclone) y centrifugar a 1680 rpm por 5 minutos a temperatura
ambiente. Después de 3 6 4 pasajes las muestras son caracterizadas por
citometria de flujo mediante de la evaluacion de los anticuerpos CD90,
CD105, CD45, CD, 34 y STRO-1.%'
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2.2 MEDIOS DE DIFERENCIACION

Las células de la pulpa dental generalmente son cultivadas en medio basal
de eagle (EBM), medio minimo esencial de eagle (MEM), MEM alfa, o medio
modificado de eagle Dulbecco (DMEM) y actualmente para el aislamiento y la
expansion de las células madre requieren el uso de grandes cantidades de
sueros animales, como es el suero fetal bovino (SFB), la composicion de este
suero es desconocida, y pueden estar contaminado con virus, micoplasmas,
priones u otros agentes patdgenos, toxicos o inmunogénicos. Debido a estos
riesgos para la seguridad en los cultivos podria ser conveniente comenzar a
usar suero humano. En un estudio realizado por Ferro y cols, donde utilizdé un
medio de cultivo afiadido con una pequefa cantidad de suero humano (HS)
autdlogo y heterdlogo lo que permitidé aislar una poblacion altamente
proliferativa de células madre de pulpa dental (DPSC), esta poblacién
expresdé marcadores mesenquimales celulares y mostré6 una capacidad de
diferenciacion osteoblastica comparable a un medio que contenia mayores
cantidades de SFB. Dependiendo de los porcentajes de HS, las DPSC eran
pequefas, altamente proliferativas y exhibian una morfologia fibroblastoide

homogénea con escaso citoplasma.??
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Figura 12. Morfologia celular obtenida dependiendo de la concentracién de suero humano
(HS). (A) en medio HS 2.5%, (B) en medio HS 1.25%, (C) en medio HS 0.5%, (D) en medio
HS 0.25%.%

Cada uno de los componentes de los cultivos de células madre
mesenquimales de la pulpa dental cumple un objetivo, por esta razon es

necesario evaluar y comparar los distintos medios de diferenciacion.

Después de aislar las células se necesita contar con medios de cultivo que
ayuden a la diferenciacion celular hacia un linaje osteogénico, condrogénico
y adipogénico. De acuerdo con Brizuela y cols, en su estudio realizado en el
afio 2013 las diferenciaciones a los distintos linajes celulares se realizaron
segun protocolos descritos en el Technical Manual Stem Cell Technologies
(2008), versién 1.2.0.

Las diferenciaciones se realizaron en el pasaje 4 con una confluencia celular
del 80%, las células fueron sembradas en 3 placas diferentes, para la
induccion hacia la diferenciacion adipogénica, osteogénica y condrogénica y
aparte células madre mesenquimales sin induccion. Durante la diferenciacion

se realizaron cambios de medio fresco de induccién cada 4 dias.
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2.2.1 DIFERENCIACION OSTEOGENICA.

Medio de diferenciacién especifico con alfa-MEM, SFB 10%, penicilina y
estreptomicina (1%), Dexametasona (0.1mM), B-Glicerofosfato (10 mM),
ascorbato-2-fosfato (50 mg/ml). Las células se mantuvieron incubadas en
estufa a 37°C con 5% de CO; y después de 4 semanas las células fueron
sometidas a induccion osteogeénica, se tifileron con Alizarin Red para evaluar
el grado de mineralizacién los cultivos se lavaron 3 veces con agua

bidestilada para eliminar residuos de la tincién.?®

2.2.2 DIFERENCIACION ADIPOGENICA.

Medio de diferenciacién con: alfa-MEM, SFB10%, Penicilina y Estreptomicina
(1%), Dexametasona (0.11mM), Insulina (10 mg/ml), Indometacina (0.02
mg/ml)." Las células obtenidas de la diferenciacion adipogénica se lavaron
con PBS, se fijaron con paraformaldehido al 4% (Sigma) durante 10 minutos,

se tifieron con 0.5% de Oil Red en isopropanol (Sigma).?

2.2.3 DIFERENCIACION CONDROGENICA.

Medio de diferenciacién especifico con alfa-MEM, SFB 10%, penicilina y
estreptomicina (1%), Dexametasona (0.1mM), Insulina (5 mg/ml), TGF-Beta 1
(10ng/ml), ascorbato-2-fosfato (50 mg/ml). Las células obtenidas de la
diferenciacion se tifieron con solucion de azul Alcian al 1% (p/v) en acido
acético al 3% (pH 2.5, Sigma) durante 30 minutos, se lavaron repetidamente

con acido acético al 3% y agua destilada.?®

Es importante saber que dependiendo de cada investigacion sobre la
diferenciaciéon de las células mesenquimales de la pulpa dental, el medio de
cultivo puede variar en cuanto a las sustancias utilizadas para llevar a cabo

dicha diferenciacion, por ejemplo, en un estudio realizado por Jang JH y cols,
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el medio de cultivo para la diferenciacion condrogénica contenia: DMEM vy
F12 (GIBCO, Karlsruhe, Alemania) con penicilina de 100 U / ml,
estreptomicina 100 mg / ml, glutamina 2 mM, 1% de suplemento ITS Premix
(BD Biosciences) y complemento condrogénico. El ITS Premix es un medio
de suplemento disponible comercialmente que contiene insulina, transferrina,
acido selenioso, albumina sérica bovina y acido linoleico, mientras que el
suplemento condrogénico contenia dexametasona, ascorbato-fosfato,

prolina, piruvato y TGF-B3.%

En la actualidad no se ha establecido la combinaciéon éptima de condiciones
de cultivo y administracion de factores de crecimiento para dirigir la
diferenciacion celular. Al hacer la revision de diferentes estudios, se hace
evidente que existen variaciones en la concentracién de los factores de

crecimiento y sustancias diferenciadoras.?'

Existen diferentes medios de cultivo para la diferenciacion celular que son
comercializados y estos son comparados entre si en estudios para
determinar su eficacia con respecto a la diferenciacién de distintos tipos de
células como son las células mesenquimales de pulpa dental, ligamento

periodontal, foliculo dental entre otras.

En un estudio realizado por Carrillo y cols, donde se comparé la capacidad
de osteodiferenciacion de las células madre provenientes del ligamento
periodontal y pulpa dental, se utilizaron 4 diferentes medios de
osteodiferenciacion y un medio sin suplementos de osteodiferenciacion,? los

cuales se describen en el cuadro 2.
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Cuadro 2. Composicion de los medios de cultivo utilizados para la diferenciacion

Medio Composicion de los medios de cultivo

Medio 1

(control Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM low Glucose-Sigma)

negativo)

Medio 2 DMEM low Glucose-Sigma, 10% suero bovino -Gibco, 1%
antibidtico-Invitrogen, 100nM Dexametasona-Sigma, 200uM &acido
ascorbico -Sigma-, 10mM B-Glicerofosfato Sigma-, 50uM
Melatonina-Sigma

Medio 3 STEMPRO® Kit de Diferenciacion Osteogénica (Invitrogen)

Medio 4 DMEM low Glucose-Sigma, 10% suero bovino -Gibco, 1% antibiético
-Invitrogen, 100nM Dexametasona-Sigma, 200uM acido ascorbico -
Sigma-, 10mM B-G Sigma

Medio 5 DMEM low Glucose-Sigma, 10% suero bovino -Gibco, 1% antibiético

-Invitrogen, 100nM Dexametasona -Stemcell Technologies, 50uM |-
ascorbato-2-fosfato -Stemcell Technologies, 10mM B-Glicerofosfato-
Stemcell Technologies.

osteogénica. *

Al comparar la capacidad de osteoinduccion de los diferentes medios no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas. En cuanto a la

expresion de genes o sustancias, hubo una expresion significativamente

mayor de Runx2 para las células de ligamento periodontal cuando estas

fueron cultivadas en el medio numero 5 comparado con otros medios,

mientras que las células obtenidas de pulpa dental presentaron una mejor

respuesta al medio 4 particularmente para la expresion de colageno tipo 1.

Runx2 es considerado un marcador de osteodiferenciacion temprana debido

a su caracteristica de factor de transcripcion regulador de la expresion de los
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genes que codifican para las principales proteinas constitutivas de hueso, se
podria sugerir que la etapa de osteodiferenciacion en la que se encuentran
las células originarias de tejido periodontal es inmadura en comparacién con
las células obtenidas de tejido pulpar, ya que éstas ultimas presentan un
marcado incremento de la expresibn de genes caracteristicos de

osteoblastos maduros como osteopontina y colageno tipo 1.*

De acuerdo a la composicidon de los medios de osteodiferenciacién el medio
4 contenia una mayor concentracion de acido ascorbico (200uM) en
comparacion con el medio 5, las células de pulpa tuvieron una mayor
expresion de Colageno tipo | en el medio 4; hallazgo que puede ser
explicado por la importante funcién del acido ascérbico como cofactor de la
prolyl-4-hidroxilasa en la hidroxilacion de residuos de prolina necesaria para
la adecuada sintesis de colageno. Este hallazgo permite concluir que el
suplemento de acido ascorbico es de gran importancia para la induccion de

sintesis de colageno en células madre extraidas de pulpa dental.?’

En otro estudio realizado por Brizuela y cols, se compara el potencial de
diferenciacion de las células madre mesenquimales de pulpa dental y las
células madre mesenquimales del foliculo dental. El objetivo de este estudio
fue aislar, cultivar células madre mesenquimales de los nichos mencionados
y caracterizar su inmunofenotipo y su potencial de diferenciacion a linaje

osteogénico, condrogénico y adipogénico.

Cuando ambos cultivos se realizaron bajo las mismas condiciones de tiempo,
espacio y medio de induccidn, las células mesenquimales de foliculo dental
presentaron un mayor potencial de diferenciacion en comparaciéon a las
células madre mesenquimales de pulpa dental. Otro resultado interesante de
este estudio fue que las células del tejido pulpar no se diferenciaron en

adipocitos mientras que las del foliculo dental si lo hicieron.
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El método utilizado para aislar células mesenquimales de la pulpa dental es
un factor determinante, el cual influye en la capacidad de diferenciacion hacia
los linajes basicos (osteogénico, condrogénico y adipogénico) y en la
morfologia celular, estos métodos de aislamiento incluyen: digestion
enzimatica y método de crecimiento por explante que fueron comparados en
un estudio realizado por Jang JH y cols, en el afio 2016, donde se utilizaron
por separado los dos métodos antes mencionados y en otro cultivo se
utilizaron en combinaciéon. En términos de morfologia celular, las DPSCs
aisladas por explante (DPSCs-OG) exhibié una morfologia homogénea y una
forma fibroblastica tipica, principalmente se compone de células similares a
fibroblastos que presumiblemente habian migrado fuera de los fragmentos
del tejido. Las DPSCs aisladas por digestiéon enzimatica (DPSCs-ED) se
presentaron en forma heterogénea, aunque la mayoria presentaron una
forma similar a los fibroblastos, otros parecian cuboidales o poligonales. En
contraste las que se aislaron en combinacion de métodos mostraron una

morfologia mixta.?* (Figura 13)

Este estudio también examind la expresidon de marcadores mesenquimales
CD105, CD90 y CD73. Estos marcadores de superficie MSC se expresaron
altamente en las DSPCs obtenidas por todos los métodos de cultivo (DPSCs-
OG, DPSCs-ED y combinado).

Figura 13. Morfologia de células mesenquimales de pulpa dental, obtenidas a partir de

método de explante (a), método de digestion enzimatica (b) y combinacion de ambos (c).®

34



2.3 CARACTERIZACION FENOTIPICA.

2.3.1 MARCADORES GENETICOS DE DIFERENCIACION PARA LA
IDENTIFICACION DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES.

En lo que se refiere a la relacién que existe entre el método de aislamiento y
cultivo con la capacidad de diferenciaciéon de las DPSCs se utilizé la
identificacion por medio de marcadores genéticos por medio de RT- PCR y el

analisis de Wester blot. (Cuadro 3) se obtuvieron los siguientes datos:

En cuanto a la diferenciacion osteogénica la mineralizacion en el medio de
DPSCs- ED fue inducida por una mayor expresion de marcadores de
diferenciacion osteogénica, incluyendo BSP, COL1A1, OCN, ON, OSX y
RUNX2, mientras que en el medio de DPSCs-OG se mostré un nivel mas alto

de marcadores como ALP y OPN.

Cada uno de los marcadores genéticos tiene distintas aplicaciones en
relacion a la diferenciacion, por ejemplo, ALP actua como un indicador
temprano de la actividad celular y la diferenciacion, es una proteina ubicua y
no puede ser considerado especifica de hueso, BSP es mitégeno de los pre
osteoblastos y puede promover su diferenciaciéon en osteoblastos maduros,
estimulando en ultima instancia la mineralizacion del hueso. La expresion de
OCN esta restringida a las células del linaje osteoblastico, OPN es una
glicoproteina fosforilada que contiene RGD, ligada al calcio y es aislada
originalmente de la matriz 6sea. RUNX2 tiene un papel fundamental en la
diferenciacion osteoblastica. BSP y OCN se expresan comunmente en

huesos y dientes.?®

Aunque no existen marcadores de diferenciacién odontoblastica especificos,
se han utilizado BSP, ALP, OCN y ON como indicadores para la
diferenciacion odontoblastica. Estos resultados indican que el cultivo de
DPSCs-ED tienen un fuerte potencial para la regeneraciéon de tejidos duros

destinados a producir componentes de la matriz 4sea.?®

35



Los marcadores génicos expresados en la diferenciacion adipogénica
incluyen: PPAR-y que es un receptor de hormonas activado por lipidos con
funciones en la diferenciacion adipogénica, mientras que LPL se cree que es
un marcador temprano de esta diferenciacion. El cultivo DPSCs- OG
presentd mayores niveles de expresidon de genes adipogénicos. En un
estudio realizado por Chung y cols, descubrieron que las DPSCs aisladas por
medio de explante tienen capacidad de diferenciacion condrogénica vy
adipogeénica in vitro y que son capaces de regenerar los tejidos blandos para

la cicatrizacion de heridas.?*

En cuanto a la diferenciacion condrogénica, los genes marcadores incluyeron
ACAN, COLA1, COL2A1 y ALP que son factores esenciales durante la
diferenciacion y SOX9 se expresa en progenitores mesenquimales que dan
lugar a condrocitos, el alto nivel de expresion de este factor implicd que las
DPSCs derivadas de ambos métodos de cultivo presentaran una alta

diferenciacion condrogénica.

Cuadro 3. Genes marcadores de diferenciacion para la identificacion de células madre

mesenquimales.23

Osteogenesis Adipogenesis Chondrogenesis

ALP PPAR-Y ALP
BSP2 LPL COLA1
COL1A1 SO0X9
Marker OCN COL2A1
Genes ON COL10A1
OPN ACAN
0SX
RUNX2

36



Se concluy6 que las células mesenquimales de la pulpa dental aisladas por
digestion enzimatica tuvieron una alta capacidad de diferenciacion
osteogénica mientras las que se aislaron por el método de explante tuvieron
capacidad de diferenciacion hacia adipocitos. Es importante el desarrollo de
meétodos de cultivo para producir DPSCs con un potencial de diferenciacion
adecuado y asi estas células puedan ser utilizadas en la regeneracion del

tejido pulpar y la ingenieria de tejidos dentales.

2.3.2 MARCADORES MESENQUIMALES ESPECIFICOS.

La identificacion de los marcadores mesenquimales de superficie son un
criterio necesario para poder determinar que las células obtenidas de la
pulpa dental son células madre mesenquimales, y esto se lleva a cabo por
medio de la caracterizacion fenotipica. Debido a que ningun tipo de célula
mesenquimal puede ser identificado mediante un unico marcador especifico,
estos tipos celulares se tienen que definir en base a una combinacién de
marcadores fenotipicos y propiedades funcionales.” En el cuadro 4 se

describen las propiedades de algunos marcadores mesenquimales.
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Siguiendo los criterios minimos propuestos por la Sociedad Internacional de
Terapia Celular para que una célula pueda ser considerada una MSC debe
expresar determinados antigenos de superficie: CD73, CD90, CD105, CD166
y niveles variables de marcadores estromales STRO-1, CD29, CD44, CD71,
CD271; asi como la ausencia de antigenos hematopoyéticos u otros
antigenos tipicos de otras poblaciones celulares presentes en los mismos
tejidos tales como CD45, CD11b, CD34, CD14, CD19, CD79a y el complejo

principal de histocompatibilidad clase I1.”

Es necesario tener en cuenta las caracteristicas principales de cada uno de
los marcadores analizados dentro de los cultivos de las células madre
mesenquimales de la pulpa dental, ya que éstos también llegan a influir en lo

que se refiere a diferenciacion hacia distintos linajes celulares.

» CD90 es una proteina que pertenece a la familia de las
inmunoglobulinas. Esta involucrada en la interaccion célula-célula. Se
piensa que este marcador se expresa en precursores mesenquimales
tempranos que tienen la capacidad de diferenciarse en osteoblastos.

» CD105 es una glicoproteina principalmente asociada con el endotelio
vascular, es un componente del complejo receptor del factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B) y se une TGF-B1 con alta
afinidad. Se expresa en monocitos activados, macréfagos activados,
precursores eritroides, fibroblastos, células foliculares dendriticas,
melanocitos, células cardiacas, células vasculares de musculo liso y
células endoteliales.

» STRO-1 es un marcador que se expresa en el desarrollo temprano de
las células troncales mesenquimales, se expresa cuando los genes
asociados a la diferenciacion y expansion osteogénica como el Factor
de Union Core A1 (CBFA1) interactta con osteopontina vy

osteocalcina.
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» CD146 glicoproteina de superficie celular MUC18, esta asociada con
la progresion tumoral y el desarrollo de la metastasis en el melanoma
maligno. Es constitutivamente expresada por células endoteliales,
pericitos, células de musculo liso, algunos linfocitos. También es un
marcador temprano de MSC de diversos origenes, incluyendo médula
Osea, tejido adiposo, cordon umbilical y pulpa dental, se detecta
preferentemente en MSC con alto potencial de clonogenicidad,
multipotencia y diferenciacion. En el tejido pulpar CD146 se
inmunolocalizé en nichos de células perivasculares.?

» CD34 es un antigeno de células precursoras del sistema
hematopoyético, no es expresado por las células mesenquimales,
pero es utilizado para la caracterizacion fenotipica.

» CD271 es importante para la supervivencia de células neuronales,
pero también se encuentra en hueso trabecular y cortical.?®

» CD56 Se expresa ampliamente en el sistema nervioso central, en el
que media varias funciones neuronales controlando la adhesién
intercelular, la migracién, proliferacion, supervivencia y diferenciacion
celular. También se relaciona con la diferenciacién de células madre

en mioblastos, condrocitos y osteoblastos.

Aunque no se han identificado marcadores mesenquimales definitivos hasta
ahora, las poblaciones de células mesenquimales de la pulpa dental se
caracterizan principalmente por la expresidon de moléculas de superficie
celular que incluyen el antigeno de membrana de células de médula désea
STRO-1, la molécula de adhesion de células de melanoma MCAM / CD146.

En un estudio realizado por Ducret y cols, se demostré6 mediante la citometria
de flujo que todas las células mesenquimales de pulpa dental expresaron los
marcadores de células mesenquimales CD10, CD13, CD29, CD44, CD90,
CD105 y CD166 in vitro, pero no expresaron los marcadores
hematopoyéticos CD14, CD34, CD45, CD79a y HLA-DR o el marcador de
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células endoteliales y leucocitos CD31. STRO-1 y CD271 se expresaron por
un numero muy bajo (£1%) de DPSC cultivadas, mientras que CD146 y
MSCA-1 se expresaron aproximadamente 40 y 15% de DPSC,
respectivamente. Estos resultados sugieren que la poblacion de células
mesenquimales del tejido pulpar es heterogénea y puede contener varias

poblaciones con diferentes propiedades fenotipicas y bioldgicas.?”?®

Ducret realizé otro estudio en el cual se analizé con citometria de flujo la
expresion de CD56, CD146, CD271, MSCA1 y STRO-1 en células CD31 —
de pulpa dental (DP) para excluir las células endoteliales y leucociticas que
pueden expresar algunos de los marcadores anteriores, aunque no son
MSC.?® El analisis de los marcadores especificos de superficie es necesario
para la identificacién de células madre mesenquimales de la pulpa dental y
asi diferenciarlas de otro tipo de célula, como de las hematopoyéticas, las

células de defensa, las células endoteliales, los fibroblastos, entre otras.

Se encontré que la poblacion de células CD31- DP representaba el 98.4%
de las células vivas en la totalidad de la pulpa dental y que contenia
aproximadamente el 1.4% de las células CD56 +, el 1.5% de las células
CD146 +, el 2.4% de las células CD271 +, el 6.3% de las células MSCA-1 +.
Con el fin de aumentar el conocimiento de las células de la pulpa dental que
expresan estos marcadores mesenquimales, se siguieron las poblaciones de
células CD56 +, CD146 +, CD271 + y MSCA-1 + y analizaron la expresion de
estos cuatro marcadores y se concluy6 en el estudio que las células CD146 +
CD271 + constituyen las poblaciones de células mesenquimales mas

abundantes en la pulpa dental.

En un estudio realizado en el afio 2015 por Alvarez y cols, se concluyé que
las células mesenquimales de la pulpa dental que son CD271+ podrian
potencialmente utilizarse para aplicaciones clinicas futuras en odontologia y
medicina regenerativa; en este estudio se evalué y comparo la capacidad de
diferenciacion de la combinacion de ciertos marcadores como: CD51+/
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CD140a +, CD271 + y STRO-1 + / CD146 + aislados y se indujo a que las

células mesenquimales experimentaran una diferenciacion odontogénica.29

Los tres grupos de células mesenquimales aislados tuvieron formaciéon de
nodulos mineralizados después de un tratamiento prolongado con medios de

induccion odontogénica durante 14 dias.

En contradiccion un estudio llevado a cabo en el afio 2016 por Tomlinson y
cols, concluyé que CD271 no es un marcador especifico para células madre
mesenquimales de pulpa dental y que no debe utilizarse para aislar éstas
células. Se mostré que, aunque CD271 esta presente en la pulpa dental, se
produce un numero significativamente mayor de colonias celulares a partir de
la fraccion negativa de CD271. El analisis fenotipico de las células CD271
negativas expandidas mostré que estas células son idénticas a las células
del estroma de la pulpa dental aisladas mediante adhesion plastica no

selectiva.?® (Figura 14)

Figura 14. Formacion de colonias de células CD271+ y células CD271-, obtenidas de médula

Osea y pulpa dental.®®

Son necesarios mas estudios para determinar si la expresion de marcadores
mesenquimales especificos confiere a las células de pulpa dental
propiedades especificas que pueden llegar a utilizarse para la regeneracién
de tejidos humanos, incluida la pulpa dental, con medicamentos
estandarizados basados en células.?®
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CAPITULO 3. ALMACENAMIENTO Y CRIOPRESERVACION DE
CELULAS MADRE MESENQUIMALES DE PULPA DENTAL.

El objetivo de la criopreservacion es reducir la actividad metabdlica de las
células durante largos periodos de tiempo, preservando al mismo tiempo la
viabilidad, el fenotipo y el potencial de diferenciacion. Los métodos de
almacenamiento no tienen que limitar los usos terapéuticos de las células
madre. Estos métodos deben implicar una pérdida minima de la viabilidad
celular y la capacidad de diferenciacion, asi para tener aplicaciones clinicas
de las células y desarrollar investigacion sobre éstas. Para criopreservar la
pulpa dental es necesario realizar ciertas técnicas de extraccion pulpar; en
un estudio realizado por profesores de la Division de Estudios de Postgrado
e Investigacion de la Facultad de Odontologia de la UNAM, se realiz6 una
descripcion detallada de las técnicas para hacer la extirpacion y recoleccion
del tejido pulpar para cultivar células madre mesenquimales provenientes de
dicho tejido y criopreservarlas. Las pruebas de las técnicas se realizaron en
un tercer molar y en premolares extraidos por indicaciones ortodéncicas. El
tercer molar después de la extraccion, se lavd con agua tridestilada y pasé a
un tubo Falcon (vial) con crioprotector de glicerina al 10% en medio
amortiguador de fosfato el cual paso a nitrégeno liquido a -196 °C, durante
50 minutos. El vial se descongel6 gradualmente con agua corriente y al molar
se le hizo una muesca transversal a nivel amelocementario con una fresa de
bola de diamante de 1.5 mm de didmetro. Después el molar se envolvié en
una gasa estéril y se fracturé6 con un foérceps 151. Con la ayuda de un
aplicador estéril se desprendié la pulpa coronal, como se observa en figura
15. Los premolares se congelaron a -4°C por 11 dias sin pasar al nitrdgeno
liquido, posteriormente se realizd la descongelacion con agua corriente y en
ellos se cambid la técnica de corte transversal por una técnica de corte

longitudinal — coronoaxial, como se observa en figura 16.
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En uno de los premolares después del corte la pulpa dental se mostrd

intacta y con facilidad de extirpacion.®

Figura 15. Corte trasversal y fractura del molar para la posterior extirpacion del tejido

pulpar.30

Con este estudio se concluyéd que una muesca en sentido longitudinal
permite mantener la integridad de la pulpa dental luego de la fractura con el
férceps, evitando el corte del tejido durante su recoleccidén en comparacion
con la técnica convencional en la que el tejido pulpar presenta resistencia al
desalojo, en especial en la porcion apical, en la que puede ocasionarse algun

dafio.*

Figura 16. Corte longitudinal y extirpacion del tejido pulpar.30

44



Cuando las células se mantienen en criopreservacion durante mucho tiempo,

mas de 3 afnos, pueden surgir ciertas complicaciones y limitaciones, como:

e reduccién en su potencial de diferenciaciéon
e senescencia y apoptosis como resultado de pases en serie
e alteraciones genéticas potenciales

e costos altos

Zhang y cols, informaron que después de almacenar en nitrégeno liquido
durante dos anos las DPSCs mantienen su potencial de proliferacion y
diferenciacion en linajes celulares especificos, aunque la tasa de éxito de
aislamiento de las DPSC post- criopreservadas puede disminuir debido a la
formacion de cristales de hielo durante el proceso de congelacion.®’ Por lo
tanto, se sugiere el uso de crioprotectores celulares como dimetil sulféxido
(DMSO), es el mas utilizado en diferentes métodos de criopreservacion,
penetra en las células y forma enlaces de hidrogeno con las moléculas de
agua, evitando el flujo de agua al citoplasma, minimizando la deshidratacion
y formacion de hielo intracelular, existen otras crioprotectores celulares como
el etilenglicol (Ethylene Glicol EG) y el almidén hidroxietilo (Hydroxyethyl
starch, HES).

Pero aun no se ha establecido el protocolo de criopreservacion mas eficaz

para mantener la viabilidad celular.

Munévar y cols, en el afo 2015, llevaron a cabo un estudio que tuvo el
objetivo de evaluar el efecto de dos métodos de criopreservacién, uno de
ellos descrito por Papaccio y cols. y otro por Kamath, que utilizaron el mismo
crioprotector (DMSQO), para evaluar la viabilidad y el fenotipo de las células
madre mesenquimales obtenidas de la pulpa dental humana tras someterse
a criopreservacion durante 1, 7 y 30 dias. El método descrito por Papaccio
contenia: 10% de DMSO + 90% de suero bovino fetal (FBS) y el método de
Kamath: 10% DMSO + 70% FBS + 20% NH medio de células madre.*
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Para determinar la eficacia de los protocolos después de los tiempos de
congelacion, las células se descongelaron a 37°C, seguido por centrifugacién
a 2000 rpm. La viabilidad celular se evalué utilizando citometria de flujo con
7-AAD (7 Aminoactinomicina D), una tincion fluorescente que es excluida por
las células viables y tiene alta afinidad por el ADN en las células muertas, y la
expresion de marcadores fenotipicos CD105 +/ CD73 + / CD34-/ CD45- se
evalué con Citémetro de flujo FACS CANTO Il (Becton & Dickinson).

Los resultados obtenidos de este estudio en las células que fueron
criopreservadas durante 30 dias, el método de Papaccio mostré mayor
porcentaje de viabilidad (59.5%) que el método de Kamath (56.2%). Sin
embargo, el método Kamath proporciond mejores resultados de viabilidad
para las células criopreservadas durante 1 y 7 dias (65.5% y 56%,

respectivamente).

En cuanto a la caracterizaciéon fenotipica en el método de Papaccio se
observo que las células mostraron una mayor expresion de los marcadores
CD105 + / CD34- después de 1 y 7 dias de congelacién (99.9%) que
después de 30 dias (89%), los valores en el método Kamath (95.8%, 97.8% y
94.5% después de 1, 7 y 30 dias, respectivamente). Hubo mayor expresion
de CD105 + / CD45- con el método de Papaccio para los 3 tiempos de
crioconservacion (95.4%, 96% y 93.2%, respectivamente) que con el método
Kamath (93.5%, 94.2% y 81.3%, respectivamente). Se encontré que el
marcador CD73 a los 30 dias, tenia una expresion 72.8% con el método

Papaccio, en contraste con el 94.8% con el método Kamath.*?

Otro estudio recientemente realizado por Ma y cols, pudo corroborar que las
células criopreservadas por un largo periodo de tiempo, equivalente a dos
anos, pudieron mantener su capacidad de  autorenovacion,
multipotencialidad, regeneracion 6sea y dental y también su funcién de

inmunomodulacion, lo que concluye que la criopreservacion es un método de
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almacenamiento eficiente ante las posibles aplicaciones terapéuticas que

pudiesen tener las células madre mesenquimales conservadas. >

Existen diversos métodos de criopreservacion desarrollados actualmente tal
es el caso de Gioventu y cols, que desarrollaron un método para
criopreservar la pulpa dental sin la necesidad de extraer este tejido de las
piezas dentales, solo utilizando laser Nd:YAGa al nivel de la unién
amelocementaria sin causar dafio a la pulpa. Se hacen perforaciones con el
laser para que penetre el medio crioprotector. este método resultd ser
eficiente en comparacion con el método en donde se extirpa la pulpa

dental.®®

Existe preservacion celular denominada congelacion magnética que parece
representar una gran ventaja sobre la criopreservacion convencional. Ya que
evita de manera menos dafina el uso de vitrificantes, la formacion de

cristales de hielo que pudieran provocar dafio a las estructuras celulares.®

Actualmente no existe una Norma Oficial Mexicana por parte de las
autoridades de la Secretaria de Salud que determine con detalle el uso,
resguardo, reglamentacion, manipulacion, propiedad de las mismas vy
aplicaciones terapéuticas de las células madre de cualquier tipo, incluyendo
las dentales. De acuerdo a la Ley General de Salud, hasta ahora cualquier
terapia o tratamiento médico en seres humanos con células madre dentales
se encuentran prohibidos por la legislacion mexicana, ademas que realizarlo
seria un acto completo de irresponsabilidad, ignorancia y falta de ética
profesional, por no existir aun los fundamentos y bases cientificas necesarios

para realizarlos en pacientes. *
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CONCLUSIONES.

La identificacion de células mesenquimales de pulpa dental es un tema que
promete mucho a la ingenieria de tejidos no solo dentales, sino que también
a la medicina regenerativa ya que estas células tienen capacidades
multipotenciales para poder diferenciarse en distintos tipos de células como
osteoblastos, neuroblastos, endotelio, condrocitos, entre otras, dependiendo
del estimulo que actue sobre ellas y esto se logra tanto en in vitro como in
vivo utilizando factores de crecimiento que son proteinas que tienen
receptores especificos en las células para que se desencadene una cascada
de senalizacién para llevar a cabo la diferenciacion. Actualmente se utilizan
micro-andamios biocompatibles porosos 3D que son indispensables para que
las células proliferen, facilitan la sefalizacion y la diferenciacién ya que estas

estructuras imitan la funcién de la matriz extracelular.

Es necesario identificar las células madre mesenquimales de la pulpa dental
ya que este tejido esta conformado por diversas células como los
odontoblastos en su periferia, los fibroblastos células mas abundantes,
macréfagos y fibras de colageno. Existen criterios para diferenciar a una
célula como célula mesenquimal: adherencia al plastico en cultivo,
morfologia fibroblastoide, presentar marcadores de superficie y deben ser
multipotentes y tener plasticidad para diferenciarse en condiciones

especificas de cultivo.

Varios son los factores que influyen en las propiedades y en la identificacion
de las células mesenquimales del tejido pulpar. EI método que se maneje
para aislarlas puede determinar si estas células pueden ser utilizadas para
regenerar tejidos duros o tejidos blandos de la cavidad oral. Los medios de
diferenciacion varian dependiendo de los factores de crecimiento utilizados
para lograr una diferenciacion osteogénica, condrogénica y adipogénica y

con base a esta diferenciacién también podemos determinar que genes
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estan involucrados en dicha diferenciacion. La identificacion de genes

involucrados se puede realizar con técnicas de RC-PCR y Western blot.

Para poder diferenciar a las células mesenquimales de las células
hematopoyéticas, células leucocitarias, de los fibroblastos y células
endoteliales es necesario realizar una caracterizacion fenotipica con
inmunofluorescencia y citometria de flujo para identificar la presencia de
marcadores especificos mesenquimales (CD90+, CD105+, CD73+, CD45—,

CD34-), cada tipo celular presenta un conjunto de marcadores de superficie.

La criopreservacion de las células pulpares también llega a influir en el
proceso de cultivo y utilizacidn terapéutica de estas. Una célula pulpar puede
ser conservada por 2 6 hasta 3 afos, ya que los medios criopreservantes
pueden llegar a dafiar la estructura celular e interferir en los procesos de

proliferacion y diferenciacion.

Es cierto que la pulpa dental es una fuente rica en células madre
mesenquimales que ha demostrado ser de gran utilidad para la regeneracion
de tejidos, pero esto de manera in vitro. Para poder llegar a utilizarlas de
forma clinica se considera necesario conocer mas sobre ellas y poder
realizar protocolos que incluyan la utilizacion en conjunto de los andamios,

los factores de crecimiento y las células madre mesenquimales.

Con la informacién obtenida de articulos de investigacion y experimentacién
se cumplid con los objetivos especificos planteados en un principio. El

conocimiento de este tema es prometedor para la odontologia del futuro.
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