UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

COMPARACIONIN VITRODE DOS MEDIOS DE DIFERENCIACION
OSTEOGENICA EN CELULAS MADRE DE PULPA DENTAL HUMANA
PARA SU APLICACION EN REGENERACION OSEA PERIODONTAL

POR

DELIA EUNICE GUTIERREZ RIVAS

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRIA
EN CIENCIAS ODONTOLOGICAS CON ORIENTACION EN PERIODONCIA
CON IMPLANTOLOGIA

NOVIEMBRE, 2015



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
POSGRADO DE PERIODONCIA

g N ) \
'ALERE FLAMMAM'
VERITATIS

COMPARACIONIN VITRODE DOS MEDIOS DE DIFERENCIACION
OSTEOGENICA EN CELULAS MADRE DE PULPA DENTAL HUMANA
PARA SU APLICACION EN REGENERACION OSEA PERIODONTAL

POR

DELIA EUNICE GUTIERREZ RIVAS

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRIA
EN CIENCIAS ODONTOLOGICAS CON ORIENTACION EN PERIODONCIA
CON IMPLANTOLOGIA

2015



COMPARACIIN IN VITRODE DOS MEDIOS DE DIFERENCIACIIN
OSTEOG(fNICA EN CfLULAS MADRE DE PULPA DENTAL HUMANA PARA SU
APLICACIIN EN REGENERACIIN ISEA PERIODONTAL.

ComitZ de tesis.

Director de Tesis.

Secretario

Vocal



AGRADECIMIENTOS

La realizaci—n de Zsta tesis fue, como todo trabajo de maestriahar@hstante al
recorrer un camino poco explorado aqu’ en Monterrey y sin embargo, gracias a la ayuda
de las personas que me rodearon a lo largo de mis 3 a—os de estudio, fue posible

culminar Zste trabajo.

La lista es interminable, quisiera comenzar primero agradeciZndole ap@®ios
mandarme se—ales y fuerza para continuar motivada en Zste proyecto. adiliaj f
principalmente, mis papis, Delia Rivas y Eduardo GutiZrrez que siempre crayenon
y a pesar de no tener conocimientos en el frea, estuvieron apoyindome
incondicionalmente. A ellos les debo todo lo que soy, ojalt algcen d’a tenga wle poc
esa fortaleza y perseverancia que los caracteriza. A mis abueld& BuBeancisco,
Juanita y Francisco por darme fnimos en los momentos mts complicadesimimsa
sobremanera, quisiera llegar a tener Zsa inteligencia emocional quedc®riza. A
mis t'os, principalmente Elizabeth, Iris y Paco que siempre estuvieqmndiente de

m-.

Mis hermanos, Elida, Eduardo y Victoria, quienes fueron mi salida en los nasment
difciles. A mi novio, Sergio Albarrfn, quien fue una de las personas quetm® e

impulsando, aportando ideas y haciendo cr’ticas constructivas sobre el proyecto.

A la Dra. Rosa Isela Stnchez Nijera, directora de la facultad de ©@dantn la
UANL, la Dra. Gloria Mart'nez Sandoval, coordinadora del posgrado de Periodoncia y
mi directora de tesis, la Dra. Myriam De La Garza, directora daldgeodontolog’a en
el CIDICS y codirectora de Zste trabajo, el Dr. Casiano del ¢ngel Mosquedar dse
laboratorio, gracias por su paciencia, cooperaci—n y disposici—n para que Zsta
investigaci—n se llevara a cablBspecialmente quisiera agradecer a la Dra. Andrea

Alctzar Piza—a, quien tuvo la paciencia y dedic— su tiempo valiosogtaraces todas



las dudas que tuve, especialmente en materia de prote—mica, astonskaoevisi—n

del escrito.

A la Dra. Belinda Beltrtn Salinas, coordinadora del posgrado de Cirug’a Maxllofacia
de la facultad de Odontolog’a en la UANL, por proporcionarme las instaladenss

posgrado para realizar las extracciones.

Al Dr. V'ctor Francisco Mart'nez Rodr'guez, director del Centro de Especiaidade
Dentales y al Dr. Arturo GutiZrrez, instructor cl’nico de Periodoncia tantpodgrado
como del Centro de Especialidades Dentales, quienes contribuyeron a Zgteatraba

facilitar el uso de sus instalaciones para realizar las extracciones dentales.

A mis maestros del posgrado por su aportaci—n al proyecto, ya sea con unas palabra:
o envitndome art’culos clave para la redacci—n de Zsta tesis. &kadas. Gabriela
Chapa, subcoordinadora del posgrado de Periodoncia de la UANL, a la Dra. Brenda
Garza, al Dr. RubZn Lozano, al Dr. Jesces Gavito y al Dr. Omar Elizondo coordihador de

¥rea de Periodoncia en pregrado de la facultad de Odontolog’a de la UANL.

A la Dra. Erandi Escamilla Garc’a por sus recomendaciones durante foatdela

experimental de Zste trabajo.

A mis amigos Alicia Laredo y RubZn Romero, les agradezco su cooperaci—n y
contribuci—n a Zste proyecto, pues sin su ayuda, la obtenci—n de las afflelas ma
dentales no hubiera sido posible. Ellos, junto con Marienkys Mart'nez, Rosalba
Gonztlez, Yadira Cantoe, Ana Sof'a Salazainya Cantoe, fueron los residentes del
posgrado de Ortodoncia de la UANL quienes me refirieron a los pacientes que
necesitaban extracciones de los primeros premolares, de donde se obtudo phtaji
la extracci—n de las cZlulas madre pulpares. Alicia y RubZn, gracias gpoye

incondicional y sus consejos son detalles que siempre tendrZ presentes.

A mi mejor amigo Benjam’'n, quien me ense— a dar mi mayor esfuerzo no

importando las circunstancias.

A mis amigos y compa—eros de generaci—n, Rogelio Cordero, Luis Ernesto Gonzilez,

Isabella Meza y Dania Santamar’a, con quienes viv' la experiencistadiae una



maestr'a, les agradezco su amistad, apoyo, tolerancia y comprensi—n duraesto®dos

3 a—o0s de estudio.

A mis compa—eros de las demts generaciones del Posgrado, les agradgZoostam
cooperaci—n e interZs en mi estudio. Ricardo, Andrea, AndrZs, Luc’a, Isis, @Zsar, M

Fernanda, Alexandra, Carolina, Roc’'o, CZsar y Paulina.



TABLA DE CONTENIDO

!
IHHISUOE (0)*F,  meeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ee e ee e e et M,
' ¥1-$%-*10/1, ettt LT
FFIESY0-2"BH], oottt L.,
JHB)EIFBHL oottt Ao,
BO0,3(96) %ot e ettt AL,
101X 2ottt ettt ettt ALl
B VHHAB3BEIB)  eveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeee s es s eesseenesseeseseesnee BB e,
Tom8'0B%00,', oottt ettt ettt ettt s
rrF DU L, ettt P
5t =>P@ABC-D2E2EGH: .o oo,
1 7-+=>?@ABCI-JGF@AKLHGE L., oo,
< oIV OBEDOBYON U0, .rveeeeeeereereeseeeseeeeeeeeseeseeeseseessessesseesseesessesseesseesessesseeseeenes M,

<.5-/IG-?EN?FO?PGP-J?FACPCE@GH-Q-HCI-P?N?K@ICI-AE@BGRI?C
<.5.5-9?FACPCE@A@AI-KEREAKG:.......cociiiiiiiiiiiee e M.

<.5.7-/?1ACE?I-RI?GI-J?FACPCE@GH?IS-?H-P?N?K@C-RI?2C.-IL

<.5.7.5-&HGIANAKGKARE-P?-HCI-P?N?K@CI-RI2ClL......ccc...... L.
<.5.--*FG@GOER@C-P?-HCI-P?N?K@CI-AEQFEGRI?2CI.-........... ...
<.5..5-+=>?@ABCI-P?H-@FG@GOA?E@C-J?FACPCE@GH.-.41..

<.5...7--&AKG@FAVGKARE-P?-P?N?K@CI-J?FACPCE@GH?L.-W.



<.5...:-+JKACE?I-@?FGIXL@AKGI-JGFG-HG-F?D?E?HGKARE-P?-
P?N?K@CI-AE@FGRI?CI-J?FACPCE@GH?IS-/G-AED?EA?ENE!@AILHGI

<.5.....5-/CI-AE>?F@CI-RI?CIS-OG@?FAGH?I-JGFG-F2EIH?2EGRI?
<.5.....7--/IG-#?D?E?FGKARE-*AILHGF-"LAGPG-............c......... BTN
<.5...1.1--2GK@CF?1-P?-KF?KAOA?E@C-Q-P?-PANRE2ZEKAGKRA |

<.7--IG-@?FGJAG-K?HLHGF-KCOC-GH@?FEGC @BB8&?HHITIP@FG@

P?N?K@CI-RI?CI-J?FACPCE@GH?Lm oo b<l....
<.7.5--/GILHIG-P?E@GH........oiiiiiiiiiiiiiee e bl
<.7.7-&XHLHG-OGPF?S-KCEK?J@CI-=ZIAKCl.A......cvvvveeeee BT
<.7.:--*AJCI-P?-KXHLHGI-OGPE?-....ccoo BL.L....
<.7.:.5--&XHLHGI-(GPF?-%0=FACEGEAGI:..........cctrirrreerinn. HU!
<.7.. .7--&XHLHGI-OGPF?-P?H-GRLH@C.......ccoriiiiiiieeee HU

<.7.7.7.5-&XHLHGI-OGPF?-JHLFAJC@?EKAGH?I-AEFLKAPGHWA9

<.7.7.7.7--&XHLHGI-OGPF?-P?FABGPGI-P?H-NHLARC-GOEAR® A

<.7..7.--&XHHGI-OGPF?-P?H-KCFPRE-LO=AHAKGH-........... HW
<.7.:.7.<--&XHLHGI-OGPF?-P?-HG-OXPLHG:RI2G-.................. HBW.

<.7...7.M--&XHLHGI-OGPF?-P?FABGPGI-P?H-@?>ARPC-GPAJCIC-
<.7..7.TI&XHLHGI-OGPF?-FEH®..........ccooiiiiiieeeieiiiieieee e AN

<.7.<-&LGHAPGP?I--P?-HGI-KXHLHGI-OGPF?-_L?-HGIEBHRE=G
P?-@FG@GOA?E@CI-JGFG-IL-GIHAKGKARE-?E-?H-ZF?G-HBE@GH-

<.7.M--&XHLHGI-OGPF?-0?I?E_LAOGH?I-P?-HG-JLHIG-P?E@GH-
\&(((9$]S-"?EC@ AJC-Q-NPEC@AIC.........coemremrrererrresrerrnsnns T

<.:--3AN?F?EKAGKARE-CI@?C=HZI@AKG-P?-KXHL{BI-FCBEE=A?E
JLHIG-P?E@GH......co i

<..5--%H-CI@?C=HGI@CS-OCFNCHCDYG-K?HLHGF-Q-NLERACE?I.-



<...7.--%H-JFCK?IC-P?-CI@7?CPAN?F?EKAGRAERE-................. AT

<..7.5.-/G-?aJF?IARE-P?-JFC@?YEGI-RI?GI-PLFGE@?-HG-

CI@?CPAN?F?EKAGKBRAR: ......ccvviiiiiiiiieeeee e o T
<...7.5.5--2GI?-JFCHAN?FG@ABG:.....coviiiiiiiiiiieeeeeeeee s L.
<..7.5.7---2GI?-P?-OGPLFGKARE-P?-HG-OG@FEY\V:RI2G-...../ZU!
<..7.5.:--2GI?-P?-OAE?FGHAVGKARE-JFCIAGO?E@.?-RAK.GW
<...7.5.:.5--2CFOGKARE-P?-ERPLHCI-OAE?FGH?I.................. AN
<...:-(?PACI-P?-KLH@ABC-JGFG-PAN?F?EKAGKAREABI@?CHIZI @
<....5-(?PAC-@FGPAKACEGH-JGFG-PAN?F?EKAGHKAREABIES? C=
<....7--(?PAC-P?-Cl@?CPAN?F?EKAGKARE-P?-JIC@CPANRS+I®@

Y (oS SR EPP PR K
M.5--$AI?CC-P?H-?2I@LRAC ... 250
M.7--$?IKFAJKARE-P?-JFCK?PAOCA?E@CI=.......cooeeiiiiiiinn =<l
M.7.5--+=@?EKARE-P?H-@2>ARC.......ovtiiiiiiiiiiiiie i<

M.7.7--+=@?BXAP?-HGI-KXHLHGI-OGPF?-O?1?E_LAOGH?I-P?-HG-

JLHIG-P?E@GH........o e 2 MU
M.7.7.5.-$?IKCED?HGOA?E@Cd-1?0=FGPC-Q-JFCHAN?EGKARE.-

M.7.7.5.5--9FC@CKCHC-P?-P?IKCED?HGOA?E@C-P?-KXHLHGI-

O?1?E_LAOGH?I-P?-HG-JLHPE@®@GH..........cooviiiieieen WAL
M.7.7.:-'EPLKKARE-CI@?CDXEAKG 7. ..oviiiiiiiiiiiiieece e =U!
M.7.7...5-9FC@CKCHC-P?-*FAJIAEAVGKARE -......cccooiiiinnen. =U.l.

M.7.7...7--& CE@?C-K?HLHGF-JCF-O?PAC-P?-HG-KZOGFG-RW)?L=GL?F

M.7.7.<.5.--9FC@CKCHC-P?-@AEKARE-KCE-'HAVGFAEG-#GHG5.

M.7.7.<.7-----9FC@CKCHC-P?-@AEKARE-KCE-GEKANHLCFRIK?

Vi



M.7.7.M--&IEE® ANAKGKARE-P?-JFC@7?YEGI-KCE-?H-OX@CPC-P?-0FGF
PH?2K@FCNCE2IAL ..o <.l

M.7.7.M.5--9FC@CKCHC-P?-?H?K@FECNCE?IAl-......cornne. <sl.
M.7.7.M.7--9FC@CKCHC-P?-@AEKARE-P?-EA@FG@C-RP2:IHE@G.
M.7.7.M.:--9FC@CKCHC-P?-NA>GKARE-P?-D?H-B2-GKFAHGDAP
00, 3/ B, s Tl
T.5--9FCHAN?FGKARE. ... <Tl.....

T.7--+I@?CPAN?F?EKAGKARES-@AEKACE?I-Q-QCENCHCDXYG.-

T.:.5--9FC@/EGI-KCE-LE-J?IC-OCH?KLHGF-IAOAHGF-G-G_LXHHGI-_L?-
JGF@AKAJGE-?E-?H-JFCK?IC-P?-OAE?FGHAVGKARE-RI2GMNM

T...7--9FC@?YEGI-?aJF?IGPGI-KLQCI-J?ICI-OCH?KLHGF?I-EC-
KCFF?1IJCEP?E-G-G_LXHHGI-_L?-JGF@AKAJGE-?E-MGKMRE2FGHA

RI2 G m e MI.............
[5-8',83,76) =ittt MU..............
U.--&+)&/3,'+)%,-e-#%&+(%)$!&'+) %, e e e e e e e e aaaaans o I
[* %1 3#1-&*1$! T ee e e e e e Eaa e EaN e e Ee e eEaN e E e e e raraeaa e rea e re s M.
HY0,3(90)-0'+H HI2'&F  fueeeeeeeeeeee ettt ettt ettt {70,

VIi



LISTA DE TABLAS

Tabla 2. Prote’nas que constituyen al marcador de peso molecularEEEEEE.55

VIII



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: El proceso de diferenciaci—n celular en tejidos periodontalesEEEEE23

Figura 2: Extracci—n y transporte de la muedsEeEEEEEEEEEEEEEE3 5

Figura 3: Obtenci—n y disgregaci—n del tejido pulparEEEEEEEEEEEEEE..36

Figura 4: Frasco para cultivo celular de 25 CREEEEEEEEEEEEEEE..38

Figura 5: Ctmara de Neubauer o Hemocit—ntgiiBEEEEEEEEEE ...E...39

Figura 6: Esquema que muestra los componentes de una Ctmara de NeubauerEE..40

Figura 7: Agitador empleado para la tinci—n de Rojo AlizarinaEEEEEEEE.E..42

Figura 8: Invertoscopio con fluorescenciaEEEEEEEEEEEEEEEEEEE43

Figura 9: Fotomicrograf’a en microscopio invertido, 10xEEEEEEEEEEEE46

Figura 10: Vista macrosc—pica de los pozos a los 6, 12 y 18 d’as, en el grupo control,

medio de osteodiferenciaci—n tradicional y el medio de patenteEEEEEEEEE.47

Figura 11: Cultivo de cZlulas madre de la pulpa dental en 3 medios de cultivo,

Figura 12: Cultivo de cZlulas madre de la pulpa dental en 3 medios de cultivo
para diferenciaci—n, TZcnica de Autofluorescencia (Eosina con DAPI) , 10x........... 51

Figura 13: Gel de poliacrilamida al 10%0..............oovvuiiiiiiiiieee e 54



NOMENCLATURA

ADN: ccido desoxirribonuclZico.

ALP: Fosfatasa Alcalina

ARN: ccido ribonucleico.

BMP-2: Prote’na MorfogenZtica isea.

BrdU: Bromodeoxiuridina

CD105: Marcador de superficie de membrana.

CD13: Marcador de superficie de membrana.

CD144: Marcador de superficie de membrana.

CD146: Marcador de superficie de membrana.

CD166: Marcador de superficie de membrana.

CD24: Marcador de superficie de membrana.

CD29: Marcador de superficie de membrana.

CD34: Marcador de superficie de membrana.

CD44:. Marcador de superficie de membrana.

CD45: Marcador de superficie de membrana.

CD73: Marcador de superficie de membrana.

CD90: Marcador de superficie de membrana.

CMM: CZlulas Madre Mesenquimales.

CMMLP: CZlulas Madre Mesenquimales del Ligamento Periodontal.
CMMMO: CZlulas Madre Mesenquimales de la MZdula isea.

CMMPD: CZlulas Madre Mesenquimales de la Pulpa Dental



COy: Di—xido de Carbono.

DAPI: Tinci—n utilizada para dar contraste en tZcnica de autofluorescencia.
DMEM: Medio de Eagle Modificado por Dulbecco.
DPSCs: CZlulas madre de pulpas de dientes permanentes.

GentleMACS: Disgregador de tejido.

HCL: ccido clorh’drico.

HLA-DR: Marcador de superficie de membrana.

IGF-1: Factor de Crecimiento 1 derivado de la Insulina.
IGF-2: Factor de Crecimiento 2 derivado de la Insulina.

integrina! -2:  Marcador de superficie de membrana.

iPS: CZlulas madre pluripotenciales inducidas.

MUC-18: Marcador de superficie de membrana.

NH4OH: Hidr—xido de amonio.

OCN: Osteocalcina.

Oct4: Marcador de superficie de membrana.

OMS: Organizaci—n Mundial de la Salud

PBS: Buffer Fosfato Salino

PCR: Reacci—n en Cadena de la Polimerasa. (Polymerase Chain Reaction)
PDGF: Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas.

PDLSCs: CZlulas madre del ligamento periodontal.

PLA: Pol'mero poly-Lctico

PLGA: Pol'mero poly-Ltctico-co-glic—lido.

RT-PCR: Reacci—n en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa.
SFB: Suero Fetal Bovino

Xl



SHED CELLS: CZlulas madre de pulpas de dientes temporales.

STRO-1: Marcador de superficie de membrana.
TGF!: Factor de crecimiento tumoral.
TGF1: Factor 1 de crecimiento tumoral.

Xl



RESUMEN

Introducci—n.Las enfermedades periodontales que llevan a la destrucci—n de los tejidos
de soporte, son la principal causa de la pZrdida dental en adultos. La mifda de
contiene cZlulas progenitoras que contribuyen a la regeneraci—n de dichas estructuras
Objetivo. Observaiin vitro el potencial osteogZnico de las cZlulas madre de la pulpa
dental (CMMPD) empleando dos medios de osteodiferenciaci—n, con la finalidad de
aplicar la terapia celular como una opci—n en la regeneraci—n de los ihfaetseos
periodontales. MZtodos. Se obtuvieron CMMPD de 20 premolares extra’dos por
motivos ortod—nticos. Se evaluaron 2 medios de osteodiferencaci—n: uno tradicional
(MT) y otro de patente (MP) a los 6, 12, y 18 d’as, teniendo un cultivo de CMMPD en
medio de crecimiento como un grupo control (GC). Las cZlulas se ti—eron con Rojo
Alizarina y eosina con DAPI a los d'as 6, 12 y 18, para observar que acocemulos de
mineralizaci—n y su morfolog’a. Los sobrenadantes de los tres grupos fueron
recolectados para ser analizados por medio de electroforesis en geleaatdanoida.
Resultados ElI MP registr— peque—0s n—dulos de mineralizaci—n desde el d’a 6 siendc
mis evidente en el d’a 18, donde abundaba material calcificado, miguméraen la
autofluorescencia se observ— el cambio morfol—gico caracter’stico deststeabla
partir del d’'a 6. EI MT registr— peque—o0s n—dulos hasta el d’a 18ctriofosdsis
demostr— que el MP ya no presentaba liberaci—n protZica a diferendia delloss

grupos lo que significa que las prote’nas —seas ya se encontraban incluiolake dant

matriz —sea en formaci—n, es decir, tejido mineralizado. El grupo controkent—pres
mayores cambios ademis de la proliferacibiscusi—n y conclusione€l medio de

patente (OsteoDiff, Miltenyi Biotec), result— ser mis eficiente delgjde las CMMPD
registraron una formaci—n mis ripida de tejido —seo comparado con el mahaltradic

de osteodiferenciaci—n con dexametasona. fste medio agiliza tiempdsvdede

cZlulas osteoprogenitoras, por lo tanto, permitirt que la terapia celular éefdotos
intra—seos periodontales sea una alternativa accesible y se sumigatartoentos

existentes.
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ABSTRACT

Background: Periodontal diseases that lead to destruction of the supporting tissues a
the main cause of dental loss in adults. Dental pulp contains stlsnthat take part in

the regeneration of such structur&urpose To dosevein vitro the osteogenic potential

of dental pulp stem cells (DPSCOs) using 2 osteogenic media in order tchapgsy t
therapy as a treatment option of periodontal intraosseous deféetapds. DPSCMOs
were obtained of 20 extracted human premolars due to orthodontic reasons. 2
osteogenic media were evaluated: a traditional media (TM) and a comahmaedia,
OsteoDiff by Miltenyi Biotec (CM) at days 6, 12 and 18 of osteogenic differmi. A
regular DPSC culture was chosen as a control group (Ckhe 3 groups were stained
with Alizarin Red and autofluorescence microscopy with eosin and DAPI as
counterstaing; and the supernatant of the 3 groups was collected to dhalyzetein
expression by gel electrophoresis at days 6, 12 andRE8Uts. CM presented small
mineralized nodules since day 6, being increased
on day 18, were the clified material was abundant and also, a distinctive change to an
osteoblast-like morphology was observed. TM exhibited small nodules until day 18.
The electrophoresis analysis indicated that unlike the other media, CM ditarate
proteins on an active way, instead, probably they were already incorporated in the bone
matrix in formation. Besides proliferation, nothing changed in CBiscussion and
conclusion. The CM (OsteoDiff, Miltenyi Biotec) resulted in an efficient osteogenic
media because DPSCOs registered a rapid cell differentiation thster dofamation of
mineralized nodules compared with TM. CM reduces the timing of osteogenic
differentiation, and in consequence, cell therapy could be an attainable aptieatt

intraosseous periodontal defects.
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1. INTRODUCCIIN

Los gobiernos de los pa’ses desarrollados y en v'as de desarrollo esttmtamdeie
que la pZrdida dental asociada tanto a cas@so a enfermedades periodontales, es un
problema que afecta la calidad de vida de los ciudadanos y que conllevasa ot
enfermedades tanto f'sicas como psicol—gicas. Segocen la OMS, alredédorddelos
adultos en todo el mundo tienen enfermedad periodontal avanzada, es decir, una

profundidad de bolsa periodontal de 6 mm o mis.

La formaci—n de una lesi—n periodontal se considera resultado del crecins@nto api
de la placa subgingival con una resorci—n concomitante de hueso dentro de un radio de 2

mm. de la superficie radicular. (Papapanou y Tonetti, 2000)

Se han aplicado dos filosof'as al momento de tomar una decisi—n terap¥utic
colocar un material de OrellenoO con la finalidad de inducir la regenerasa-g b)
estimular a los componentes celulares del periodonto para participar en lesoproc

regenerativos. (Bartold et al, 2000)

Investigaciones anteriores se han enfocado a encontrar el material —seatix@gene
mis predecible y seguro. Por lo tanto, en la actualidad, teniendo como rdapaldo
literatura, se busca emplear la terapia celular, con la finalidadlidarutZlulas madre
de origen dental como injerto aut—logo en el que, por medio de un andamiaje, se

cologuen en las freas da—adas. (Gronthos et al, 2000; dOAquino et al, 2009)

Los estudios realizadom vitro sobre cZlulas madre mesenquimales se dirigen
principalmente a la evaluaci—n de la formaci—n mineral, debido a que, puapiciar
medio parecido a la parte interna de un defecto periodontal es complicadstpdiar
la formaci—n de tejidos distintos en un solo cultivo, pues son diversas situkas anues

se deben reproducir, como la circulaci—n sangu’nea, cZlulas adyacentest@l defe



se—alizaci—n, entre otras. (Nagatomo et al, 2006; dOAquino et al, 2009; Grohthos et a
2000)

En Zsta investigaci—n se evalu— el potencial osteogZnico de kmsmaflda
obtenidas de tejido pulpar utilizando dos medios de osteodiferenciaci—n, urantahdici
con dexametasona y uno de patente con la finalidad de obsemitno el potencial
osteogZnico de las cZlulas madre de la pulpa dental empleando dos medios de
osteodiferenciaci—n, para aplicar Zsta terapia celular como una opcitratamiehto

regenerativo de los defectos intra—seos periodontales.



2. HIPITESIS

El medio de patente de osteodiferenciaci—n es mis eficiente madi@ltradicional
para ser utilizado como una opci—n en el tratamiento regenerativo de léssdefec

intra—seos periodontales, pues se obtendrf una mayor producci—n de n—dulos minerale:



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Examinarin vitro el potencial osteogZnico de las cZlulas madre de la pulpa dental
empleando dos medios de osteodiferenciaci—n, con la finalidad de apterapia
celular como una opci—n en el tratamiento regenerativo de los defectessénsa

periodontales.

3.2 Objetivos particulares

¥ Obtener la pulpa dental de premolares extra’dos a pacientes de 11 a 2ha-os, s
enfermedades sistZmicas o condiciones que complicaran su éaodonc
Cultivar y proliferar las cZlulas madre del vial que fue congelado.
Diferenciar las cZlulas madre mesenquimales a cZlulas osteoprogenitoras
utilizando dos medios de osteodiferenciaci—n, el medio tradicional y OsteoDiff.

¥ Analizar, mediante microscopio de fluorescencia la osteodiferenciaciHas de
cZlulas madre en un medio de patente y tradicional, a los 6, 12 y 18 d’as.

¥ Evaluar la expresi—n de prote’'nas en los medios de osteodiferenciaci-rtg media

electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), a 6, 12y 18 d’as.



4. ANTECEDENTES

4.1 La enfermedad periodontal y los defectos intra—seos.

4.1.1 Periodontitis cr—nica

La periodontitis cr—nica es una enfermedad infecciosa que causa irflaEmius
tejidos de soporte dental, pZrdida progresiva de la inserci—n y pZrdid&st:sea.
asociada con la presencia de placa dentobacteriana. (AAR,28fdjee et al1994;
Page et al 1997)

Los tejidos marginales engrosados y fibrosos pueden ocultar los cambios
inflamatorios subyacentes, puesto que la progresi—n de la periodontitis cr-d@ica es
lento avance. Como signos cl'nicos se obseraamemorragia gingival, ya sea
espntinea o reactiva al sondeo, la profundidad al sondeo es variable y se emcuentra
pZrdidas —seas horizontales o verticales. La movilidad dentaria es cocasose
avanzados de pZrdida —sea. (AAP, 2001)

Los datos epidemiol—gicos disponibles en la Organizaci—n Mundial de la Salud
muestran que la prevalencia de la enfermedad periodontal y la severidad tesele

altos en los grupos de mayor edad que en los [|—venes. (Petersen y Ogawa, 2005)

Segeen I@MS, alrededor del 15% de los adultos en todo el mundo tienen enfermedad
periodontal avanzada (profundidad de bolsa periodontal de 6mm o mis) siendo el deber

de la mayor'a de los pa’ses el establecer un sistema de viganaianedir el progreso



en el control de la enfermedad periodontal y la promoci—n de la salud cetise(Pg
Ogawa, 2005)

Si la enfermedad periodontal no es tratada, el resultado es la pZrdisia-efganos
dentarios, debido a que la destrucci—n del hueso alveolar progresa a tal grado que se

incrementa gradualmente la movilidad dental.

4.1.2 Lesiones —seas periodontales: el defecto —seo.

La pZrdida de soporte dental es una caracter'stica de la enfermedddnpeiri
destructiva y se considera que representa la secuela anat—micperda—en apical de
la periodontitis. La extensi—n y severidad de la pZrdida de hueso alven@eraiti—n
se evaloean cl'nica y radiogrificamente y es importante realizarlo Ipacarexto

diagn—stico, plan de tratamiento y evaluaci—n del pron—stico del paciente.

La presencia de las lesiones —seas se relacionan con la pZrdidasldesupbra la
especificidad de sitio de la destrucci—n periodontal, y a la posibilidaaedaichos
ecol—gicos (bolsas profundas y lesiones de furca) asociados con algunasHessases

representen factores de riesgo espec’ficos del sitio (Papapanou y Tonetti, 2000)

Independientemente del ncemero y naturaleza de los factores involucrados, la
formaci—n de una lesi—n periodontal se considera resultado del creciminde #gpic
placa subgingival con una resorci—n concomitante de hueso dentro de un radio de 2 mm.

de la superficie radicular. (Papapanou y Tonetti, 2000; Goldman y Cohen, 1958)

4.1.2.1 Clasificaci—n de los defectos —seos.

La morfolog’a de los defectos —seos se determina por una variedad de factores

gue incluyen a la localizaci—n de los microorganismos en la superfiadalamdi
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armatom’a radicular, grosor del hueso alveolar, posici—n de la ra’z dentro del proceso
alveolar y la relaci—n con otras lesiones periodontales. (Papapanou y Tonetti, 2000
Goldman y Cohen, 1958)

¥ Defectos supra—seota base de la bolsa periodontal se encaentr
coronal a la cresta alveolar.

¥ Defectos infra—seos La bolsa periodontal se encuentra en su base,
localizada apical a la cresta alveolar residual. Los defects—HsEos
afectan s—lo a un diente mientras que los criteres afectan 2 sgperfici
dentales adyacentes a una extensi—n similar. fstos se clasgmanlas
paredes —seas remanentes, el ancho del defecto, la extensi—n topogrifice
alrededor del diente.

o Defecto de 3 paredes:Se localizan en Ztreas interdentales.
Superficies linguales de piezas mandibulares y maxilares donde la
placa lingual estt intacta as’ como ambas paredes interproximales.
Pueden extenderse hasta involucrar 2 — 3 superficies dentales. 4
superficies: es un defecto de 4 paredes (bucal, lingual, mesial,
distal) En la radiograf'a se observan bolsas en freas interdentales,
colocar puntas de gutapercha, sonda periodontal o una punta de
Hirschfield.

o Defecto de 2 paredesSu localizaci—n es en freas interdentals.
En criter: s—lo estfn paredes lingual y vestibular. Paredes
remanentes: bucal y proximal, lingual y proximal.

| Criter: Defecto en forma de copa o cuenca. PZrdida
interdental de 2 piezas contiguas y una posici—n mis
coronal de la cresta alveolar lingual y vestibular. Es el
resultado de la dispersi—n hacia apical de la periodontitis a
lo largo de dos ra’ces adyacentes en un frea interproximal
estrecha mesiodistalmente.

o Defecto de 1 pared:En el frea intedental s—Ilo se encuentra la
pared proximal remanente. Menos comocen es la presencia de s—Io

una pared lingual o bucal.



o Combinaciones: La parte apical de la bolsa tiene mts paredes
remanentes que la porci—n coronal.
o Defectos interradiculares.
I Horizontales.

I Verticales.

4.1.3 Tratamiento de los defectos intra—seos.

4.1.3.1 Obijetivos del tratamiento periodontal.

Los gobiernos de los pa’ses desarrollados y en v'as de desarrollo estineodsient
que la pZrdida dental asociada tanto a caries dental como a enfes astimtiontales,
es un problema que afecta la calidad de vida de los ciudadanos y que cardteas

enfermedades tanto f'sicas como psicol—gicas.

En la Encuesta Nacional de Salud realizada entre el 2002 y 2003 por el gobierno
mexicano en colaboraci—n con la Organizaci—n Mundial de la Salud, se encehtr— que
edentulismo era del 10.2% de las personas encuestadas, de las cufles Bh6% e
mayores de 65 a—0s y 2.4% eran adultos —venes (entre 35y 44 a—0s). Cabe menciona
gue dicha encuesta se realiz— s—Io en 20 estados de la Repoceblicajctisindie® 18,

966 encuestados mayores de 35 a—0s que representan a 29,853,607 habitantes. (Medin:
Sol’s; 2006)

La encuesta anterior nos demuestra la necesidad de detener dicho prolsaina de
pceblica, mediante el desarrollo o mejora de los tratamientos que se& efréoe

pacientes.
Hoy en d’a la terapia periodontal cuenta con dos objetivos principales:

1) La reducci—n o eliminaci—n de la inflamaci—n, inducida por bacterias @e la plac



y por sus productos,
2) La oorrecci—n de defectos o problemas anat—micos causados por el proceso de I

enfermedad periodontal.

Los procedimientos quircergicos que logran alcanzar ambos objetivos han cambiado
notablemente la prictica periodontal en las celtimas dZcadas.(Zarldé@&8)aDesde
los 600s, 700s y 800s las terapias consist'an en realizar gingivectoajes, curet
raspados y alisados radiculares, colgajos para acceso quircergico y ciruggaectsea
Diferentes investigaciones realizadas en Zsos a—0s concluyeron queaituisritos
tendran Zxito si el clnico remov'a constantemente los dep—sitos de plac
dentobacteriana de las superficies radiculares y el paciente conserwaiiarsidental.

(Kornman y Robertson, 2000)

En los celtimos 15 a—o0s, se demostr— que ademifs de cumplir con los puntos
mencionados anteriormente, los sitios afectados responden de manera distinta,
especialmente lo que tienen un mayor da—o0. As’ mismo, se desarrollaron nuevas
tZcnicas quircergicas que involucran membranas e injertos como una opci—n para
regenerar el tejido duro y blando sin realizar procedimientos resectivos. Entances,
partir de Zse momento, se ha puesto especial atenci—n en las regapEstivas y

reconstructivas. (Kornman y Robertson, 2000; Bartold et al, 2000)

En lo que a la regeneraci—n de los tejidos destruidos respecta, se hda dpsc
filosof'as para el momento de tomar una decisi—n terapZutica: a) oolocaterial de
OrellenoO con la finalidad de inducir la regeneraci—n —sea y b) estiosilar a
componentes celulares del periodonto para partiadpalos procesos regenerativos.
(Bartold et al, 2000)

4.1.3.2 Cicatrizaci—n de defectos periodontales.

Los diferentes procedimientos periodontales realizados incluso en un mismo

paciente, resultan en distintas formas de cicatrizaci—n. Si adalesgeneraci—n de



los tejidos periodontales, esto es, la restauraci—n del periodonto al eatadmieo y
funcional que exist’'a antes de la enfermedad, el sitio de la heridsigba habitado por
las cZlulas de los diversos tejidos, debe ser reparado por sus respectposecoes

celulares. (Nyman et al, 1982; Melcher, 1985; Polimeni et al, 2006)

Si las cZlulas de otro tejido colonizan un irea de la herida en pgrtleula
cicatrizaci—n puede distorsionar la anatom’a y la funci—n del —rgano. nRyrro ta
habr} ocurrido regeneraci—n, si no una reparaci—n, la cual es una restauraci—n de
continuidad del tejido sin tener en cuenta la forma o funci—n.(Melcher N}y@8&n et
al, 1982)

La reparaci—n puede manifestarse de distintas maneras, dependiendo de quZ grup
celular colonice primero el sitio de la herida. Un ejemplo es la firmade un epitelio
largo de uni—n, el cual se caracteriza por un epitelio delgado que se eyiieaidente
entre la superficie radicular y el tejido conectivo gingival. Una nuewcirsn estf
dada por el tejido conectivo, esto es, fibras de colfgeno orientadas de paaaleia o
perpendicular a una superficie radicular que estuvo previamente expuesta a la

periodontitis o que ha perdido su inserci—n periodontal. (Polimeni et al, 2006)

La regeneraci—n periodontal requiere una nueva inserci—n del tejido conectivo a la
superficie del diente, un proceso que involucra la formaci—n de nuevo cemento en
superficies expuestas, las s'ntesis de fibras y la inserci—n dentread$ilkerio et al.

2010)

La regeneraci—n de los tejidos perdidos, depende de la disponibilidad de los tipos
celulares necesarios para ello, as’ como de la presencia 0 ausersgaaths que
recluten y estimulen a dichos tipos celulares. La matriz extracedgjala esa respuesta
celular y las cZlulas madre que residen en el ligamento periodontal sesgossables

de la regeneraci—n de los tejidos periodontales (Polimeni et al, 2006)

Existen distintos factores que pueden influenciar el resultado regenerative élirant
manejo de los defectos —seos periodontales, tales como la contamir@eramabal

potencial innato de cicatrizaci—n de heridas, las caracter’sticisodaél defecto y la
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tZcnica quircergica empleada. (Kornman y Robertson, 2000)

4.1.3.3 Opciones terapZuticas para la regeneraci—n de los defectos intra—seos

periodontales: La ingenier’a tisular.

En el pasado se consideraba el dejar la ra’z lo mis limpia y liskdepogra crear un
ambiente estable para que las cZlulas la repoblaran, para lograr ésio, édizado
sustancias como fcidos o de recubrimiento como la fibronectina. Sin emistogo, 7
procedimientos no producen los resultados esperadidimeni et al, 2006Melcher,
1985 Nyman et al, 1982)

El concepto de ingenier’a tisular en la periodoncia comenz— con la regeneraci—n
tisular guiada, un enfoque mecfnico que empleaba membranas no reabsorbibles para
regenerar los defectos periodontales. En el frea de implantolog’a, la regenerasea
guiada sigue el mismo principio, agregando mayor soporte a las membranas con la
ayuda de injertos —seos, con la finalidad de aumentar el tejido —secqaeztia

colocaci—n de un implante dental. (Kao et al, 2009; Nyman et al, 1982)

Dentro de la variedad de tratamientos que existen actualmente para #ograr |
regeneraci—n de los defectos periodontales, se enumeran: la colocaci+tasde-sejes,
y la ingenier’a tisular, dentro de la cual, se encuentra la regeneracdiarrgtiiada y la
colocaci—n de materiales de origen biol—gico como los factores de rgcimie
prote’nas, cZlulas, empleando medios de transporte o andamios como las e&ponjas

col¥geno.
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4.1.3.3.1 Los injertos —seos: materiales para relleno —seo.

A travZs del tiempo, se han practicado procedimientos quircergicos para mejorar la
respuesta tisular del periodonto y que lleve a la regeneraci—n. En resf@ecto a
formaci—n de tejido —seo, se han utilizado distintos injertos, talesosaahe-genos,
entre ellos el aloinjerto —seo desecado, congelado y desmineralizado erlos inj
congelados y desecados; los xenoinjertos como los que provienen del hueso bovino; los
injertos alopltsticos, comla certmica para uso biol—gitdpsfato trictlcico (-TCP),

e hidroxiapatita. (Polimeni et al, 2Q@delcher, 1985Nyman et al, 1982)

Se requieren tres propiedades para un injerto —seo ideal:

1) Osteoconducci—Que funcione como un OandamioO para la regeneraci—n —sea.

2) Osteoinducci—nPromueve el reclutamiento de cZlulas formadoras de hueso,
como las cZlulas indiferenciadas y los preosteoblastos y la producci-por—sea
parte de Zstas.

3) Osteoproliferaci—n Inducci—n de las cZlulas contenidas en el injerto para

promover la regeneraci—n —sea.

Los aloinjertos carecen de osteoproliferaci—n y los xenoinjertos e in@tbstiabs
han demostrado s—Ilo osteoconducci—n. Los autoinjertos son los cenicos que presentan |
tres propiedades, por tal motivo, se han considerado como el mejor material.
Comecenmente se usa la cresta i'aca como injerto aut—geno, sin embargotobay ci
problemas con el injerto del tejido aut—geno, como el riesgo de infeccit-gitien e
donador, cantidad limitada de volumen —seo disponible y una marcada resorci—n del
tejido injertado. (Kornman et al, 2000; Kao et al, 2009; Nampo et al, 2010)

4.1.3.3.2 La Regeneraci—n Tisular Guiada

Se propuso en los a—0s ochenta, consiste en introducir una barrera f'sica como una

membrana, entre el tejido conectivo del colgajo periodontal y la superfioial de
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alisada. La membrana previene la migraci—n de epitelio gingival yscdéutajido
conectivo a la superficie radicular hacia la superficie para faci@& migraci—n de
cZlulas del ligamento periodontal, con la finalidad de que Zstas generendemesnto

y ligamento periodontal.

Los estudios cl'nicos a largo plazo han demostrado que son m’nimagdessae
Zste procedimiento, como la infecci—n de la membrana y la incapacicemdadele
primera intenci—n el colgajo. Por lo tanto, tiene una predictibilidad choicdéimitada.
(Nyman et al, 1982; Melcher, 1985; Kornman y Robertson, 2000)

4.1.3.3.3 Factores de crecimiento y de diferenciaci—n.

Se aplican a las superficies radiculares para estimular la repeblaglular de los
defectos periodontales y subsecuentemente, inducir la regeneraci—n. Un grupo
prometedor es el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas y el Fadioiat &
Insulina que mejoran la regeneraci—n en perros y monos con periodontitis experimental.
(Cochran y Wozney, 1999; Bartold et al, 2000)

Una de las desventajas de utilizar factores de crecimiento paggel@eraci—n de
defectos periodontales es que no estt comprendida del todo la forma elataazilelas
periodontales se diferencian, las cZlulas sobre las que Zstos faetorescimiento
actcean espec’ficamente, as’ como la estabilidad de los tejidesrfueegenerados por
dichos factores. (Bartold et al, 2000)

Las prote’nas —seas morfogenZticas estimulan la formaci—n —ssawadefacto
intra—seo, en un sitio con periimplantitis, en el seno maxilar o en un rebeode —s
edZntulo ademis de que estimulan la regeneraci—n de cemento. Actuabvexisten
estudios s—lidos que establezcan su efectividad a largo plazo, eémtatmon Zstas
puede ser poco satisfactorio, debido a su elevado costo, la dificultacbisc—n, el
manejo, su aislamiento en la cavidad oral, etc. (Cochran y Wozney, 1999; Baehld e
2000)
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4.2 La terapia celular como alternativa en los tratamientos de defectos —seos

periodontales.

La terapia celular forma parte de la ingeniera tisular y es un freacidate
aplicaci—n cl’nica. Las cZlulas madre de una peque—a cantidadiajectejio de la
pulpa dental, se pueden multiplicar o expandir a una cantidad suficientergiara t
defectos grandes, cl’nicamente significativos. La capacidad de &&tsss de
diferenciarse a mceltiples linajes, brinda la posibilidad de que en up pasiente, se
regeneren distintos tejidos. fstas cZlulas pueden colocarse en andaméd®® de
transporte de la forma de la estructura anat—mica a ser reemplazhda. abdamios
debertn brindar soporte y deben ser reabsorbidos cuando se complete la cicatrizaci—n
(Mao et al., 2006)

4.2.1 La pulpa dental

La pulpa dental es un tejido conectivo suave y su principal funci—n es producir
dentina 'y mantener la vitabilidad biol—gica y fisiol—gica de la deftlamts, posee
un sistema nervioso sensorial que genera dolor insoportable cuando el dienteles da—a

por trauma mecinico, irritaci—n mectnica o invasi—n microbiana.

La pulpa dental se origina de la papila dental que se forma del mesZ e
se condensa alrededor del —rgano del esmalte, otro tejido que se originada |aartir

misma estructura es la dentina. (Thesleff y Tummers, 2008)

Se han encontrado tipos de cZlulas de la pulpa denominadas cZlulas madre

posnatales (DPSCs), las cuales muestran las caracter'sticas lulles axiadre
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mesenquimales y mis importante, la habilidad de formar un complejo pulpaidesitina
como estructuras para formar dentina las cuales existen en la supleridmal humana,

esto, en ratones inmunocomprometidos. (Huang, 2009)

Estudios previos se—alan que los osteoblastos que se diferencian deSlas, DP
secretan abundante matriz extracelular y pueden formar hueso entretejido (woven bone)
in vitro. Ademis, las DPSCs son capaces de formar un hueso laminar ookt

vascularizado luego de injertarlas en ratas inmunosuprimidas. (DOAquino et al, 2009)

Las cZlulas madre mesenquimiticas (CMM) pueden proliferar ripidamente y
diferenciarse en osteoblastos, adipocitos, condrocitos y posiblemente, ems cZlul

musculares.

Las CMM expresan marcadores celulares en su superficie celular, incluyendo a
CD105, y CD166. Se identific— a STRO-1 originalmente en una colonia formadora de

precursores celulares osteogZnicos, aislados de la mZdula —sea. (Nagatomo, et al 2006)

Por lo tanto gracias a numerosos estudios, se ha demostrado que las CMM
expresan los marcadores positivos: STRO-1, CD13, CD44, CD24, CD29, CD73, CD90,
CD105, CD106, CD146, Oct4, Nanog e integrin?; y los marcadores negativos:
CD14, CD34, CD45, y HLA-DR. (Huang, 2009)

As’ como sucede en las cZlulas madre mesenquimales, las cdhdes de
origen dental, son tambiZn heterogZneas y los distintos marcadores enumerados pueder

expresarse por subpoblaciones de Zstas cZlulas. (Huang, 2009)

En el estudio realizado por Nagatomo y colaboradores, se cuantificaronulas cZ|

del ligamento periodontal para definir sus propiedades de cZlulas madre, inclsyendo
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autorenovaci—n, multipotencialidad y su marcador celular. Aproximadamente 30% de
400 cZlulas del ligamento periodontal ten’an potencial replicativo y formabamias

de una sola cZlula, 30% de estas colonias desarrollaron tinci—n posifR@-a,D%

se diferenciaron en adipocitos, 30% en osteoblastos. Presentaron marcadores CD105,
CD166 y STRO-1. Determinaron que las cZlulas del ligamento periodontal pueden

usarse para procedimientos regenerativos. (Nagatomo, et al 2006)

4.2.2 CZlula madre: conceptos bisicos.

Stem cell (cZlula madre) es una cZlula que puede hacer rZplicas deagtmisma
indefinidamente. Ademts, dicha cZlula tiene la capacidad de produas tekilares

especializadas para varios tejidos del cuerpo.

Los vertebrados se derivan de 3 capas germinales; ectodermo, mesodermo y
endodermo y de las cZlulas de la cresta neural, la cuarta capa, dujas ftan
demostrado multipotencialidad y se han diferenciado en cZlulas mesenpsnugi
mesodermo, a pesar de ser del ectodermo. Muestran una alta capacidad de aut
regeneraci—n y persisten en los tejidos del adulto. (Nampo, 2010; Bartold et al, 2006;
Mao et al 2006)

Los tejidos derivados de la cresta neural incluyen a los huesos maalkgaci
(excluyendo al occipital, esfenoides, temporal, y etmoides), cart’lago, dieete®s y
cZlulas gliales. (Nampo, 2010) En 1916, Danchakoff describe la presencia dulma cZ

como precursora de otras en la mZdula —sea. (Danchakoff, 1916)

El primer dato del uso de las cZlulas madre se remonta a casi arcisigido
mZdicos administraron mZdula —sea rica en cZlulas madre por la bdeatespzmn

anemia o leucemia.
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Las cZlulas madre mesenquimales se describen como multipotermiales.
habilidad, incluso como cZlulas aisladas clonadas, de exhibir el potgasial
diferenciarse en una variedad de linajes celulares vy tisulares. (NampoB2otbd] et
al, 2006; Mao et al 2006)

Existe una falta de unificaci—n en la definici—n as’ como en laacifermde
marcadores espec’ficos que definen a los tipos celulares caracterizawioscZlias
madre mesenquimales, con la sola definici—n de tener la habilidadrelecidifee en
linajes celulares espec’ficos cuando son inducidas a ello. (Bartd]2606; Mao et al
2006)

En relaci—n al medio sobre el cual transportar dichas cZlulas paeaagua tabo su
acci—n regenerativa, un ncemero de veh’culos de entrega han sido utilizad@sesn mat
celulares a base de resina in vivo, tales como las cerfmicas pdedsdsoxiapatita y
I -fosfato trictlcico cargado con cZlulas madre mesenquimiticas aut—Hst@s.son
capaces son capaces de cicatrizar defectos —seos segmentadasoder’'taon que no
eran capaces de cicatrizar por las cZlulas residentes o la adicialgrede medio

osteoconductivo solo. (Bartold et al, 2006; Mao et al 2006)

Un estudio in vitro reciente que comparaba los pol'meros biodegradables poly-L-
lactico (PLA) y poly-L-lactido€o-glicolido (PLGA) en base a la adherencia y la
proliferaci—n de las cZlulas osteoprogenitoras derivadas del hueso trabedmanrmos
que PLGA fue el mejor sustrato para la inserci—n y la diferenciaceegZnita

subsecuente de Zstas cZlulas progenitoras. (Nampo, 2010)

4.2.3 Tipos de cZlulas madre

Existen distintos tipos de cZlulas madre. togipotencialesson aquellas que en las
condiciones apropiadas, forman un individuo completo, pues pueden producir tejido

embrionario y extraembrionarioPluripotentes son las cZlulas que tienen la habilidad
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de diferenciarse a tejidos procedentes de cualquiera de las tregmdyiamarias. Una
cZlulamultipotente puede diferenciarse en distintos tipos celulares procedentes de la
misma capa embrionaria, lo que las capacitara para la formaci—pogiediulares
diferentes pero no todos. (Bartold et al, 2006; Mao et al 2006)

Las cZlulas madrmultipotenciales consisten en 3 grupos principalestodZrmico
(piel y nervios), mesodZrmico o mesenquimghueso, cartlago y adiposo) y

endodZrmicdintestinos y otros).

Las 2 categor’as principales de cZlulas madre son cZlulas madre -efglméal y de
adulto definidas por su origen. (Nampo, 2010; Bartold et al, 2006; Mao et al 2006)

4.2.3.1 CZlulas Madre Embrionarias

Se derivan de las cZlulas de las capas internas del blastocito dirdagarrollo
embrionario, tienen la capacidad de diferenciarse en cualquier tipo celalhalyilidad
de la autoreplicaci—n. Su desventaja potencial es la capacidadrelecidifee en
cualquier linaje celular y proliferar sin control. Se obtiene s—Io de emppon&sque

trae problemas Zticos. (Bartold et al, 2006)

4.2.3.2 CZlulas madre del adulto.

Las fuentes de Zstas cZlulas incluyen: cord—n umbilical, fluido amnirZiicia
—sea, tejido adiposo, cerebro y dientes. No se relacionan con problemgsuétieos,
ser aut—logas y aisladas del paciente en tratamiento, mientrassquglulas

embrionarias no tienen esa caracter’stica. (Bartold et al, 2006; Mao et al., 2006)
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4.2.2.2.1 CZlulas madre pluripotenciales inducidas (iPS)

Recientemente descubiertas, son cZlulas madre adultas 0 somitEmsomeortan
como cZlulas madre embrionarias, tienen la capacidad de generar unaritidga cke
cZlulas madre. Como fuente aut—loga, pueden utilizarse para regenerar tejidos
espec’ficos del paciente. Se debe investigar su potencial cancer@artold et al,
2006; Mao et al., 2006)

4.2.2.2.2 CZlulas madre derivadas del fluido amni—tico

Pueden ser aisladas de aspirados de la amniocentesis. Tienen untpidisti
capacidad de proliferaci—n y diferenciaci—n a mceltiples linajes, como toendroci
adipocitos, osteoblastos, miocitos, cZlulas endoteliales, cZlulasdparacneuronales.

Su potencial terapZutico no se ha indagado. (Bartold et al, 2006; Mao et al., 2006)

4.2.3.2.3 CZlulas madre del cord—n umbilical

Existe el creciente interZs en su capacidad de autoreplicaci—repncdifé—n
multilinaje, como a cZlulas del h’gado, maesculo esquelZtico, tejido neuinkls
pancretticas, cZlulas del sistema inmune, tejido neuronal, pancrettioas cZ
mesenquimiticas. Su oenica desventaja es que s—Io hay una oportunidadtddacole

y es al momento del nacimiento. (Bartold et al, 2006; Mao et al., 2006)

4.2.3.2.4 CZlulas madre de la mZdula —sea

Consisten en cZlulas que generan todos los tipos de cZlulas sangu’neasafesst
(mesenquimales) que generan hueso, cart’lago otros tejidos y grasa. Se mladen ai
por medio de aspirados o recolecci—n de cZlulas madre perifZricas luego de la
estimulaci—n qu’mica de la mZdula —sea por medio de inyecci—n sulBattoidaet
al, 2006; Mao et al., 2006)
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4.2.3.2.5 CZlulas madre derivadas del tejido adiposo

Se a’slan de una lipectom’a o liposucci—n. Se han diferenciado en condrocitos
miocitos, linajes osteoblfsticos y neuronales. Proveen soporte hematopoydtiaoa

no han sido estudiadas completamente. (Bartold et al, 2006; Mao et al., 2006)

4.2.3.2.6CZlulas madre dentales

Pueden obtenerse de distintas estructuras. Pueden extraerse de dientenfesma

o deciduos. Sus ventajas son la disponibilidad, la obtenci—n ftcil (Mao et al., 2006)

Problemas Tiempo de Opci—n aut—genz Invasivo
Zticos recolecci—n
limitado
CZlulas madre Si Si No Si
embrionarias
CZlulas madre del adulto
iPS No No Si Si
Del fluido No Si Si Si
amni—tico
Del cord—r No Si Si Si
umbilical
Del la mZdula —se No No Si Si
Del tejido adiposo No No Si Si
Del tejido dental No No Si No

Tabla 1. Comparaci—n de los sitios de extracci—n de las cZlulas madre.
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Un nicho de cZlulas madre mesenquimales, se refiere a la localizamiacta de
nichos de cZlulas madre espec’ficas, aunque para Zste tipo celulaa tedtv’
indefinido, no es as’ con las cZlulas madre hematopoyZticas, pues yarsgnde su

ubicaci—n.

Se ha encontrado informaci—n limitada acerca de que la localizacas-wAalas
madre mesenquimales se encuentran sobretodo en freas perivasculares. (Huang el
al.,2009)

Por medio de la ubicaci—n de marcadores de superficie para el nichoZleldas
de la pulpa dental, esto es, con STRO-1, CD146 y ant'geno asociado al pericito (3G5),
se encontr— que se distribuyen freas perivasculares y cercanas a vailes neura
Mientras que las cZlulas madre del ligamento periodontal se encontraragiosrese
extra y paravasculares, utilizando los marcadores STRO-1,CD146 y CD144. (Huang et
al.,2009)

Se han identificado 4 grupos principales de cZlulas madre en la cavidad bucal.
(Nagatomo, et al 2006)

¥ CZlulas madre en pulpas de dientes temporales (SHED CELLS).
¥ CZlulas madre en pulpas de dientes permanentes (DPSCs).

¥ CZlulas madre presentes en el ligamento periodontal (PDLSCs).
¥

CZlulas madre de la mucosa bucal.

4.2.4 Cualidades de las cZlulas madre que las hace una opci—n atarientos

para su aplicaci—n en el frea dental

Los pacientes acuden al dentista debido a infecciones, trauma, anormsalidade
genZticas o enfermedades como el ctncer orofacial o des—rdenes dedidasgl

salivares.

Las principales razones de la efectividad de las cZlulas madre son:
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¥ A diferencia de las cZlulas con linaje cenico, las cZlulas madren psede
expandidas ex vivo (fuera del cuerpo). Por esto, un peque—o ncemero de cZlulas
puede ser suficiente para regenerar defectos grandes o tratar enfermedades.

¥ Las cZlulas madre pueden elaborar y organizar tejideiso, especialmente en
presencia de vasos sangu’neos.

¥ fstas cZlulas pueden regular y controlar las reacciones del sistenze il
huZsped de manera que favorezca a la regeneraci—n tisular.

¥ Las cZlulas madre pueden proveer una reserva renovable de cZlulas formadoras
de tejido. (Mao et al., 2006)

4.2.5 CZlulas madre mesenquimales de la pulpa dental (CMMMPD): Genotipo y
fenotipo.

Estudios que involucran la expansi—n o proliferaci—n de las CMMPD han
manifestado distintos puntos en comecen. En la investigaci—n de Grontlsesestadl—
la presencia de cZlulas madre mesenquimiticas en la pulpa, compararitis aquZ
provenientes de la mZdula —sea (CMMMO). Se encontr— que ambas presentaban un
morfolog’a similar a la del fibroblasto (ahusada), incluso, formaron coloniakres
mis ripido que las CMMO, de acuerdo con los resultados obtenidos luego de la

colocaci—n de Bromodeoxiuridina (BrdU). (Gronthos et al, 2000).

En lo que respecta a la presencia de marcadores en la superfieie CANPD y

CMMO mostraron una expresi—n similar para los siguientes marcadores.

Asociados al endoteliddolZcula 1 de Adhesi—n Celular Vascular, MUC-18
Maesculo lisd: -actina de meoesculo liso.

Hueso: fosfatasa alcalina, colfgeno tipo |, osteonectina, osteopontina y

osteocalcina.

¥ Fibroblastoscoltgeno tipo Il y Factor Tipo 2 de Crecimiento de Fibroblasto.
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La prote’na de matr'z —skasialoprote’na —sgastuvo ausente en los cultivos
de CMMPD pero presente a bajos niveles de cultivos de CMMMO. (Grontlabs et
2000).

4.3 Diferenciaci—n osteobltstica de cZlulas provenientes de la pulpa dental.

Como se mencion— anteriormente, las cZlulas madre mesenquimales deragben de
son capaces de diferenciarse y regenerar diversos tejidos como cemento, fibras
coltgenas, tejido —seo, tejido cartilaginoso, neuronal y adiposo. Es posiblamqor, lo t
implantarlas en algoen sitio que requiera la reconstituci—n de mogidipkesctano en
el caso de los defectos periodontales intra—seos, en los cualesesproaripalmente

de tejido —seo, ligamento periodontal y cemento dental. (Gronthos et al, 2000)

Cellular Differentiation in Periodontal Tissues

Coliialisa Differentiated Cells

Precursor Cells

P Cells Osteoblasts ’
recursor Ce; [4
ostcocytes """
Limited Potential —>—>—>. e | BONE |
Precursor Cell :
Multipotent @ i <
Stem Cell FPrecursor Cell Cementoblasts
@ @ bfg @ @ - A . CEMENTUM
@\ Fibroblasts
>

Other Mesenchymal Lineages
(cartilage, muscle, fat, fibrous tissues)

Chemotaxis Proliferation Differentiation Matrix Formation
(decreasing) (increasing) -

> > >

-— ———

Cytokine Concentration

Figura 1: El proceso de diferenciaci—n celular en tejidos periodontales. Lasexprde
gen cbfal induce a la diferenciaci—n de las cZlulas madre a distintos Ii
osteobltstico, cementobltstico y fibrobltstico (ligamento periodontal)(Tomadmakk
& McKee; 2000)
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Las cZlulas madre participan en el proceso de formaci—n de tejido —sem, pues
Zstas quienes proliferan y se diferencian al linaje que origina a kEsblastos. El
proceso de la diferenciaci—n celular est} controlado por varias hormonasscjtocina
factores de crecimiento. La expresi—n del gen maestro osteogZraco l@factor de
uni—n centralO o core binding factor al (cbfal), es un evento importante quelagenta a
cZlulas multipotentes a los linajes osteobltsticos, cementobststidibroblfsticos.
(Sodek & McKee; 2000)

El proceso de mineralizaci—n propiamente no estt totalmente defirada Fedta,
sin embargo, la expresi—n de prote’nas en un tiempo determinado, junto con la
morfolog’a celular, nos da la oportunidad de suponer los eventos. Luego de asentarse e
un cultivo celular para osteodiferenciaci—n, las cZlulas madre comieexaresar
coltgeno tipo I, 1l y Ill, as’ como fosfatasa alcalina y osteopontina. Es mmpert
enumerar que la expresi—n de la fosfatasa alcalina y del coltgeno tipo | son

caracter’sticas del linaje osteogZnico. (Sodek y McKee, 2000)

La formaci—n de un sustrato de colfgeno parece desencadenar la diferelgciaci—n
cZlulas pre-osteoblisticas en osteoblastos por medio de interaccionesreceptr
"ol'1. (Sodek y McKee, 2000)

El surgimiento de los osteoblastos estt dado por la expresi—n subsecuente de
sialoprote’na —sea, la cual se correlaciona corciel d@ la mineralizaci—Hmvitro e in
vivo. A diferencia de la osteopontina, pues es variable su presencia. (Sodek g McKe
2000)

La osteopontina generalmente disminuye antes de la diferenciaci—n tisgeoplts
junto con la osteocalcina, se expresa a altos niveles luego de queetaliraci—n ha
comenzado, manteniendo sus altos niveles hasta que los osteoblastos eséenoeni
osteocitos. (Sodek y McKee, 2000)

4.3.1 El osteoblasto: morfolog’a celular y funciones.
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Durante el desarrollo embrionario, el hueso intramembranoso del maxilar y la
mand’bula se forman de osteoblastos que surgen del mesZnquima que se eonidensa
regi—n facial. (Sodek y McKee, 2000)

Los osteoblastos son cZlulas mononucleares cuboidales (si estin enastiviayo
ligeramente elongadas, que revisten un gran porcentaje de superficies —eseas y s
responsables de la producci—n de la matriz orgfnica del hueso, secretando golfge
prote’nas no coltgenas. Algunos de Zstas prote’nas se acumulan inieiaomeatuna
matriz no mineralizada, llamadassteoide compuesta principalmente de coltgeno que
servirf como un andamio para la aposici—n de cristales de apatita. (S6cke&ey
2000; Nanci y Ten Cate, 2008)

Los osteoblastos se originan de cZlulas pluripotenciales, las cualek sdgen
mesenquimal, cuando se diferencian completamente y secretan la+sdeazle manera
activa, se consideran cZlulas post-mit—ticas que contienen un citofitzsnes
organelos para s'ntesis y secreci—n, como el ret’culo endopltsmico rugosodaparato
Golgi, grfnulos secretores y microtcebulos. TambiZn contienen otros organelos
asociados con el metabolismo celular como mitocondrias, elementos kdesom

endosomales y un extenso citoesqueleto. (Sodek y McKee, 2000)

Tanto los preosteoblastos como los osteoblastos, exhiben altos nivelefatdeafos
alcalina en su superficie celular. Se cree que Zsta enzimaepermai adhesi—n a los
enlaces del fosfato, el cual, ya liberado, contribuye al inicio y cretimprogresivo de
cristales del hueso mineral. Sin embargo, la funci—n de la fosfatdsa ano0 estt

definida completamente. (Nanciy Ten Cate, 2008)

Los osteoblastos forman una capa celular sobre la superficie —sea @r-foynse
ha propuesto que actoean como una barrera que controla el flujo de iones dentro y fuera
del hueso. Cuando ya no se produce el tejido —seo, los osteoblastos se aplanan, s

extienden a lo largo de la superficie —sea y reciben el nombeZluas de

25



recubrimiento —sedas cuales, contienen pocos organelos sintZtigd&nci y Ten
Cate, 2008)

A medida que los osteoblastos forman el tejido —seo, algunos se quedan atmapados
la matriz que se secreta, ya sea mineralizada o no mineralizetacZlsilas ahora se
denominanosteocitos Entre mis ripida sea la formaci—n de hueso, mis osteocitos
estarfn presentes por volumen de unidad, son ejemplos el hueso entretejido

(embrionario) y el de reparaci—n. (Nanciy Ten Cate, 2008)

4.3.2. El proceso de osteodiferenciaci+arvitro

Al tener un cultivo proliferado de CMMPD, es posible colocarlas en medioagjue |
inducen a expresar fenotipos y genotipos propios de cZlulas que se derivansieada mi
capa embrionaria, esto es, cZlulas osteogZnicas, condrogZnicas, adipogZnicas,

miogZnicas, entre otras.

Cuando se emplea un medio para osteodiferenciaci—n, es posible observar 3 etapa
del desarrollo de un osteoblasfoliferaci—n activa, maduraci—n de la matr'z y

mineralizaci—n (Owen et al, 1990)

Ademis, se ha encontrado evidencia de que ocurren dos transiciones durante las
etapas del desarrollo de los osteoblastositro. La primera transici—n sucede al
inhibirse el periodo de proliferaci—n y la segunda, al registrarse altos eiveles
expresi—n de genes correspondientes a la osteocalcina y osteopontina, a ceniéenz

mineralizaci—n. (Owen et al, 1990)

La formaci—n de fibrillas de colfgeno en el hueso se inicia cuandanientos de

coltgeno, que son liberados por los osteoblastos, se distribuyen extracelularmente pa
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formar el osteoide, un tZrmino que se le da a la matriz —sea no raidarglie estt
cerca del osteoblasto. Esto se realiza gracias a ves'culas pre®mnehAparato de
Golgi. Las prote’nas no colfgenas se liberan hacia la superficie edétmsteoblasto,

donde participan en la regulaci—n de la aposici—n mineral. (Nanciy Ten Cate, 2008)

A medida que la mineralizaci—n progresa, es posible observar n—dulos nsherales a
como prote’nas no colfgenas como osteopontina y sialoprote’na —sea, que se acumula
entre los n—dulos. (Sodek y McKee, 2000, Nanci y Ten Cate, 2008)

Ademis de secretar a las prote’'nas de la matriz, los osteoblast®pr@cursores,
secretan citocinas y factores de crecimiento que ayudan a regular fa-fuceiular y la
formaci—n —sea, como las prote’nas morfogenZtica —sea (BMP-2, BMP-7) y el factor di
crecimiento transformante (TGH; el factor de crecimiento semejante a la insulina
(IGF-I, IGF-II), factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PGF) y eir fdet
crecimiento derivado del fibroblasto (FGFNafci y Ten Cate, 2008)

4.3.2.1. La expresi—n de prote’nas —seas durante la osteodiferencieci#tn.

Los procesos que se observan durante la osteodiferenciaci—n tienen un orden
espec’fico que resulta en la creaci—n de las condiciones necesar@sepsuceda la

mineralizaci—n de la matriz —sea.

4.3.2.1.1 Fase proliferativa

La fase proliferativa, que es la primera, tiene como objetivo la producci—n de una
matriz de colfgeno que contribuye a la madurez del fenotipo del osteoblasitea, Hal
7. (Owen et al, 1990)
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Runx2 es un factor de transcripci—n esencial para la diferenciaci—n dsi®a®ts
los precursores mesenquimiticos y la transferencidstia cZlulas mesenquimiticas
multipotenciales provoca la inducci—n de fosfatasa alcalids’ mismo, el fcido
asc—rbico, incrementa la expresi—n de fosfasa alcalina, osteocalcina (MRuoki2et
al, 2007)

IGF-1 y IGF-2 se expresan en los osteoblastos y facilitan su crecimiento,
diferenciaci—n y funci—n, regulando primero la s'ntesieltigeno tipo |y luego
incrementando la expresi—nfolsfatasa alcalinaal nivel de mRNA y optimizando la
actividad de Zsta. (Nagata et al, 2008; Owen et al, 1990)

Se cree que [msfatasa alcalinapermite una adhesi—n a los enlaces del fosfato, el
cual, ya liberado, contribuye al inicio y crecimiento progresivo de cristalelugsb

mineral. Sin embargo, su funci—n no est} definida completamente. (Nagata et al, 2008)

La osteopontinase expresa, en un 25% de sus niveles miximos, al inicio, durante el
periodo de proliferaci—n activa (d'as 5 a 7); y posteriormente, en el periodo de
mineralizaci—n (d’as 16 a 20). La doble expresi—roditgontina primero, durante
la fase proliferativa, estf relacionada con la estimulaci—n dibriislastos que se

encontraban previamente inactivos. (Owen et al, 1990)

4.3.2.1.2 Fase de maduraci—n de la matr'z —sea

Luego, en el d’a 7 al 10, ocurre la primera transici—n o cambio en el medio de
osteodiferenciaci—n: la inhibici—n de la proliferaci—n celular, seguidaypoento &n
la expresi—n de la fosfatasa alcalina en los d’as 12 a 18. Estos ewaesponden a la
fase de lamaduraci—n de la matriz —se& medida que contincea la fase de

mineralizaci—n, los niveles de fosfatasa alcalina disminuyen. (Owen et al, 1990)
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Se piensa @ula fosfatasa alcalinallega a su actividad mixima al inicio de la
mineralizaci—n debido al incremento de las concentraciones localeodesfe-rico y
la eliminaci—n de inhibidores de la calcificaci+rmestigaciones han sugerido que el
incremento de la fosfatasa alcalina puede estar relacionada poepkraci—n de la
matriz extracelular para la deposici—n de mineral, as’ como la coexpdesi—n
osteocalcinay osteopontinampulsan el comienzo y progresi—n de la mineralizaci—n de
la matr'z —sea. (Owen et al, 1998gata et al, 2008)

La osteonectina tambiZn llamada Prote’'na Ac’dica Secretada y Rica en Ciste’na
(SPARC, en inglZs) o prote’na 40 de membrana de base (BM-40, en inglZs), estf
normalmente unida a la hidroxiapatita. Se ha caracterizado por ser unaapoote’

modula las interacciones celulares con la matriz extracelular. (Sodek y McKee, 2000)

4.3.2.1.3 Fase de mineralizaci—n propiamente dicha

La alta expresi—n deokteocalcinase registra en los d’'as 16 a 20 coincidiendo con
el aceemulo de tejido mineral en los cultivos, esto es, la minekaliza A menudo, se
utiliza como marcador de tejido —seo debido a que es una prote’na quéizae Eimte
los osteoblastos, se une a la Hidroxiapatita, se incorpora a la natifccada y se
secreta cuando se forma la matriz —sea. fsta tambiZn se cordiimate antlisis de

inmunofluorescencia usando un anticuerpo anti-osteocalcina. (Nagata et al, 2008)

En el estudio de Nagata, se detect— una expresi—n aumenBidR-2ley
osteocalcina al nivel de m-RNA, lo que sugiere la posibilidad de quevacen de
BMP-2 end—gena estimula la inducci—n de la expresi—n de osteocalcina stogibrobla

del ligamento periodontal. (Nagata et al, 2008)
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La expresi—n de dateopatina durante la fase de mineralizaci—n estt relacionada
con sus propiedades f'sicas, pues es una glicoprote’na ac’dica de 60kDaode pe
molecular que contiene o-fosfoserina, es decir, contiene varios sitios depana—eh
calcio, los cutles son importantes para la proliferaci—n celulaoras’ para la

mineralizaci—n de la matr'z extracelular —sea. (Owen et al, 1990)

4.3.2.1.3.1 Formaci—n de n—dulos minerales.

Debemos recordar que el tejido —seo maduro consta de componentes celulares y de
la matriz —sea. Entre los componentes celulares es posible endosewsteoblastos,
osteocitos, cZlulas de recubrimiento —seo y osteoclastos. La matiizgfriea estt
integrada por coltgeno, prote’nas no colfgenas, y la parte inorgfnica se compone de
minerales como la hidroxiapatita (& Qu)s [OH]2) (Sodek y McKee, 2000)

El surgimiento de los osteoblastos est} indicado por la expresi—n inducda de |
sialoprote’na —se#a cual se correlaciona con el inicio de la mineralizaiti-vitro e in
vivo. fsta prote’na estt estrictamente ligada con los tejidos miser@edek y McKee,
2000)

Al transcurrir la tercera semana de inducci—n celular, es posible rdetechalos
calcificados, por medio de tinciones como la soluci—n S de Rojo Alizéaitiagi—n de
von Kossa. (Sodek y McKee, 2000).

El Rojo Alizarina contiene 1,2 dihidroxiantraquinona el cual es un compuesto
orgtnico de f—rmula;£sO4, se obtiene de las ra'ces de las plantas de rubia. Es
utilizado en ensayos bioqu'micos para determinar en forma cuantitativanteedia
colorimetr’a, la presencia de dep—sitos de calcio en las cZlulas'deainateogZnica.

Por lo tanto, es un marcador de las primeras etapas (dE&sd@un cultivan vitro) de
la mineralizaci—n de matriz, un paso importante en la formaci—n desxtraczlular

calcificada asociada con un hueso real. (Paul et al, 1983; Sodek y McKee, 2000)
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Al observar la tinci—n Rojo Alizarina, se aprecia un pigmento que va desde un tono
rosa a rojo, que actcea sobre cualquier carbonato que reaccione con el fcido Bisuelt
lo tanto, entre mis reactivo sea el mineral mis intenso se volverjp.elEsto se da
principalmente cuando se ti—en los minerales delia como la calditzlees una forma
de carbonato de calcio, (Paul et al, 1983; Sodek y McKee, 2000)

El nitrato de plata forma fosfato de plata insoluble en presencia defosf@to, Zste
mZtodo se conoce cortiaci—n de Von Koss&uando se somete a un agente reductor,
por lo general, hidroquinona, se forma plata elemental de color negro. fste s&todo
utiliza para el estudio de la formaci—n de part’culas de fosfatdcae dizrante el

crecimiento —seo. (Hempelmann et al., 1984)

En la investigaci—n de Seo y colaboradores, al comparar la formaci—n de n—dulo
minerales de cZlulas madre provenientes de la mZdula —sea, pulpa |dsmtango
periodontal, encontr— que las CMMLP formaron menos n—dulos mineralizados
comparados con las CMMPD, lo que se correlacionaba con unas concentraciaes baja

de calcio en la matriz extracelular. (Seo et al, 2004)

4.3.3 Medios de cultivo para diferenciaci—n osteobltstica

4.3.3.1 Medio tradicional para diferenciaci—n osteobltstica.

Experimentos sobre diferenciaci—n osteoblfstica tienen en comoende-ttildgaun
medio de cultivo en el que se agregan sustancias, las cuales, estimlda

diferenciaci—n celular osteoblastos, entre ellas:

2-Fosfato-L-ascorbato (vitamina C)
Dexametasona, un glucocorticoide.
Fosfato inorgfnico.

Medio basal

Atm—sfera humidificada a 37%4 C .

K K K K K
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¥ 5% de CQ. (Gronthos et al, 2000; Zhou et al, 2008; Isaka, et al. 2001; Kadar
et al, 2009)

Como se mencion— anteriormentdel@metasonas un esteroide sintZtico, el cual
se ha visto que promueve la diferenciaci—n osteogZnica tanto de cAluaadukas
como embrionarias. Se cree que es un regulador crucial de la diferenc&iebgrnica
para las cZlulas madre de la mZdula —sea. Sin embargo, se descoroagismo de
acci—n. fsta estimula diferenciaci—n osteobltstica, la actividddsfatasa alcalina y

la mineralizaci—n —sea. (Kadar et al, 2009)

Generalmente se utiliza la dexametasona en combinaci—nrtcaio lLasc—rbico
(vitamina C) y"-glicerolfosfato. fste celtimo es un donador de fosfato necesario para
constituir la fase de mineralizaci—n —sea. El fcido asc—rbicoese cequd un
cofactor para la prolil-4-hidrolasa, una enzima que hidroxila a la prolina, una—+@acc
importante para la s'ntesis de coltgeno, componente principal de lasesnatric
mesenquimales mineralizantes. Ademis, se ha comprobado que tambiZn ptamueve
proliferaci—n y expresi—n de la fosfatasa alcalina y la actividddlae agteoblsticas.
(Kadar et al, 2009)

Un mecanismo de acci—n del fcido asc—rbico, recientemente descubiertqueugie
el incremento de la secreci—n del colfgeno tipo Il y X en presenciamdeaitC,
result— en un incremento de las interacciones con annexina V, estimulboifdjode
de Calcio mediado por annexina V y como consecuencia, el incremento deséosfata

alcalina, lo que lleva a un aumento en la mineralizaci—n. (Kadar et al, 2009)

Regularmente, se indica el cambio del medio de cultivo 2 veces mdaas@or 3
semanas. Luego, se observa la morfolog'a de las cZlulas, las dettkser un aspecto
ahusado, parecido al fibroblasto, luego de 3 semanas, adquieren una forma cuboidea, su
orientaci—n ya no es tan regular como previamente se observaba en lasnadhelas

mesenquimales, lo cual es una caracter’stica propia de un osteoblastomngueeba su
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diferenciaci—n. Esto se observa por medio de un microscopio invertido o de campo
claro. (Nagata et al 2008)

4.3.3.2 Medio de osteodiferenciaci—n de patente: Osteodiff.

Osteodiff es un producto comercial que promueve la diferenciaci—n osteogZnica de
las cZlulas mesenquimales. En su hoja tZcnica, el fabricanteranias siguientes

componentes:

L-glutamina.
Suero fetal bovino.

Rojo fenol

K K K K

Sin antibi—ticos.

f ste medio de osteodiferenciaci—n de patente, debe ser almacenado emondega
se encuentre protegido de la luz, a -20% Es empleado para la diferenciaci—n de
cZlulas mesenquimales, o en estudios in vitro que involucren la difeieatide cZlulas
madre mesenquimales a osteoblastos, incluyendo la expresi—n de genesso perfile

protZicos.

En el estudio de Rodrguez-Lozano donde se compararon 3 medios de
osteodiferenciaci—n, el Osteodiff mostr— altos niveles de concentrigitiroi-dan para
identificar n—dulos minerales, esto es, una alta concentraci—n de RojoaAliza
confirmando que Zste medio es el mts osteoinductivo. Los otros dos medtiaoons
en: un preparado tradicional para osteodiferenciaci—n con dexametasona y otro medio
con FBS al 20%, el cual, aunque se ha comprobado que contiene factores de
crecimiento, no es tan espec’fico como la dexametasona para la estewi#ci—n de
CMMPD (Rodr'guez-Lozano et al, 2012)
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5. MfTODOS

5.1 Dise—o del estudio

Es un estudio comparativo, abierto, experimental, prospectivo y transversal

5.2 Descripci—n de procedimientos

5.2.1 Obtenci—n del tejido.

De acuerdo con el tratamiento planeado en el posgrado de Ortodoncia dedd facul
de Odontolog’a de la UANL, se realiz— la valoraci—n de los pacienlidatoa a la
extracci—n de los primeros premolares. Una semana antes del procedsmideso,
realiz— un detartraje, fisioterapia, se les indic— un enjuague con digluconato de

clorhexidina al 0.12% despuZs del cepillado durante 1 minuto cada 8 horas.

Antes de comenzar la extracci—n, el paciente realiz— un enjuague conabigliec
Clorhexidina al 0.12%, se instrument— la pieza para eliminar cualquier residacade pl
o ctlculo dental y posteriormente se desinfect— con una gasa impregnada con
Clorhexidina al 0.12%.

Durante la extracci—n, se procur— aislar la pieza dental del restmaitiliza gasa
estZril para disminuir el contacto con la saliva. Una vez extra’deeelolar, se lav—
con una jeringa y suero fisiol—gico estZril para remover cofgulos de sangrederestos
tejido gingival. Posteriormente, se coloc— en un tubo de 50 ml que conten’a una
soluci—n de transporte: DMEM, suero fetal bovino, 250ug/ml de gentamicinhd&u/m

anfotericina B y penicilina con estreptomicina al 1%. (Figura1 Ay B)
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Figura 2. Extracci—n y transporte de la muestta Extracci—n de premolar por
indicaci—n ortod—ntic®. Premolar inmerso en su soluci—n de transporte: DMEM,
suero fetal bovino, 250ug/ml de gentamicina, 5/ml de anfotericina B y penicdn
estreptomicina al 1% .

5.2.2 Obtenci—n de las cZlulas madre mesenquimales de la pulpa dental.

Las piezas dentales fueron trasladadas al CID&C® Unidad de Odontolog’a
Integral y especialidades, donde se realiz— el procedimiento para obt&idulzs

Madre Mesenquimales de la Pulpa Dental (CMMPD).

Se inici— con el corte a nivel de la uni—n cemento-esmalte con udertiado d
carburo para motor de baja velocidad (Figura 2A). Se obtuvo la pulpa dental por medio

de limas de endodoncia.

Luego de recolectar la pulpa, se procedi— a la disgregaci—n del tejido obtenido.
Primero, se determin— el peso aproximado de Zste. Se colocaron 4.75 mileleti®BS
de un tubo C GentleMACS, se insert— en el disgregador asegurtindose que la muestre
haga contacto con las aspas del tubo. (Figura 2B) Seleccionar el prograBaléso
cufles son los indicados por el fabricante para disgregar tejidos de Eeuraide la
pulpa dental). Una vez finalizado el programa, se coloc— el tejido emlugia-a para
digesti—n enzimittica. Dicha soluci—n conten’a colagenasa tipo |, 3yndigpasa,
4mg/ml. (Se dej— incubar por una hora a 37% C en ba—o de agua). Al finalizar la

incubaci—n, seleccionar el programa B o C en el disgregador.
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Una vez concluido lo anterior, se observ— al microscopio para comfaobar
disgregaci—n de tejid®osteriormente, las cZlulas mesenquimales se separan del resto.
Finalmente, la fracci—n positiva resultante, (cZlulas mesenquimédepuliga dental),
se coloc— en sulf—xido de dimetil a 10% a lento enfriamiento para senadiaa -804
C. (Hunt, 2011)

Figura 3. Obtenci—n y disgregaci—n del tejido pulparCorte a nivel de la uni—
cemento-esmalte con un disco dentado de carburo e irrigaci—n con suerodisi
estZril. B. Disgregador (GentleMACS Dissociator)
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5.2.2.1. Descongelamiento, sembrado y proliferaci—n.

Se descongel— la muestra calentfndola en agua a 37¥ C hasta tpledakedrislo

desaparecieron. (Hunt, 2011)

5.2.2.1.1 Protocolo de descongelamiento de cZlulas mesenquimales de laapulp

dental.

1. Retirar los crioviales del Ultra-Congelador de -85 y descongZlelos parcialmente
agitando en ba—o de agua a 37%C

2. Durante exactamente 2 minutos. No deben descongelarse por completo a
temperatura ambiente. Una vez que se hayan descongelado parcialmente debertn
colocarse en hielo.

3. A-adir 5mL de medio de cultivo en un tubo Corning de 50mL.

4. Permitir que el criovial con las cZlulas se termine de descongelaompieto
bajo hielo e inmediatamente decargbrontenido del criovial al tubo de 50mL.

5. Enjuagar el criovial cuantas veces sea necesario con medio de cylagaryel
contenido al tubo de 50mL con el objeto de recuperar la mayor parte de las
cZlulas criopreservadas.

6. Centrifugar el tubo de 50mL a 1200 RPM por 10 minutos.

7. Desechar el sobrenadante por decantaci—n directa a un frasco de
descontaminaci—n con NaOCI al 0.5%.

8. Resuspender las cZlulas en 5mL de medio de cultivo

9. Pasar a frasco T25 para su activaci—n.

Se procedi— a colocar dichas cZlulas en un frasco de (Efguma 3), con medio
estindar (C®a 5%, en DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10%, glutamina
L al 1% y penicilina con estreptomicina al 1%) hasta que se alcananflu@ncia, esto

es, la proliferaci—n o llenado total del frasco.

Previo a alcanzar la confluencia, se cambi— el medio cada tehastalllegar al d’'a
10 de cultivo celular. ElI cambio de medio se realiz— aspirando el sabtenas decir,

el medio de cultivo, con una micropipeta de 1000 pL; y lavando 3 veces cofaPBS
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monocapa (la base del frasco), posteriormente, se colocaron 5000 pL del migdiarest

y se colocaba nuevamente en la incubadora deaG3dv4 C.

Figura 4. Frasco para
cultivo celular de 25 cm
(Corning”)

5.2.2.3 Inducci—n osteogZnica.

Al presentar confluencia, (d’'a 10 de cultivo en medio estindar), se procede a la
inducci—n osteogZnica, Zsto se realiz— aspirasdboeahdante, y lavando las cZlulas
con PBS estZril. Se continu— con la tripsinizaci—n de la monocapa, lo igtie-cems

despegar las cZlulas adheridas a la base del frasco por medio de la enzima tripsina.

5.2.2.3.1 Protocolo de Tripsinizaci—n.

1. Retirar el medio de cultivo del frasco a procesar.

2. Lavar la monocapa de cZlulas con PBS 1X (3 veces) tomando cuidado de
adicionar el buffer en una pared del frasco, para posteriormente contactar la
monocapa celular.

3. Agregar 1 mL de Tripsina/EDTA 0.25% sobre la monocapa de cZlulas e incubar
durante 10 minutos en Ctmara de CO2.

4. Pasado el tiempo observar al microscopio las cZlulas despegadas eni-suspens
(morfolog’a redondeada).

5. Agregar medio de cultivo para inactivar el proceso de Tripsinizaci—n
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6. El volumen del medio de cultivo se determinara de acuerdo a la confluencia
celular y dimensiones del frasco o frascos a los que serin pasadashradas
las cZlulas, o, en su defecto si serfn criopreservadas.

7. Pipetear el volumen del medio con las cZlulas en suspensi—n, paax mezcl
homogZneamente.
Retirar 10 ml de la suspensi—n celular para contabilizar en Ctmara de Neubauer.

Una vez determinado el noemero de cZlulas, resembrar o criopreservar.

5.2.2.3.2 Conteo celular por medio de la ctmara de Neubauer.

La ctmara de Neubauer, tambiZn conocida como hemocit—metro, consta de un
cubreobjetos de cuarzo y un portaobjetos de un grosor mayor a los de uso comeaen (Figura
4). En la parte superior del portaobjetos se encuentran cuatro canales longguginal
uno transversal central. En la parte superior e inferior del canal transgstal
grabadas dos rejillas de 9 rhie superficie, las cuales estin a su vez subdivididas en

una cuadr’cula mts peque-a.

Neubauer

o, mproved
Profondeur

0,00mm

2 Figura 5. Cimara de Neubauer i

, ; JVRENFELD .
0,0025mm =~ Hemocit—metro.

Se requiere un microscopio —ptico con un objetivo de 10x, se enfoca el cuadro central
de 1 mm, que se encuentra subdividida en 25 cuadrados. Al colocar el cubreobjetos
sobre el portaobjetos se tiene una profundidad de 0.1 mm de forma que el volumen
contenido en cada uno de los cuadrados grandes sert 6. ®@mn? x 0.1 mm= 0.1

mm°).

1. Limpiar con algod—n y alcohol o papel de arroz la ctmara de Neubauer.
2. Colocar el cubreobjetos sobre los canales.

3. Agitar manualmente el tubo con la diluci—n celular necesaria.
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Con una pipeta automttica de Q0 tomar 0.1mL de la suspensi—n celular y
cologue la punta de la pipeta en el borde del cubreobjetos; deje que la—soluci
ingrese a la ctmara por capilaridad, sin que pase a los canales laterales.

Colocar la cimara de Neubauer en la platina del microscopio y enfocar con el
objetivo 10x.

Localizar el cuadro central de la rejilla (ubicando la cuadr’cula de 2fag)a

hacer un cambio de lente al objetivo de 40x y contar las cZlulas que se
encuentran sobre el mismo.

Contar el ncemero de cZlulas en el cuadro central evitando contar dos veces la
misma cZlula u omitir alguna.

Se recomienda tener un conteo entre doscientas y trescientas cZlulas por muestra.
Si el noemero de cZlulas es muy elevado, se recomienda diluir la suspensi—n
una proporci—n conocida, que deberf ser tenida en cuenta en la estimaci—n final
(Figura 5 A-D).

Camara Neubauer B ~1mm
A canaltansversal . i Figura 6. Esquema que
N =1 muestra los componentes (
= una Cimara de Neubaue
o \,\\ —= A. Se observan los ¢
Canies bt g, i canales longitudinales y €
) canal transversal centra

(flechas). B. Vista a mayor
j . aumento de la rejilla

———1mm ——  gyperior, donde se observ
SOSONIGEIa ; H{2) 15 una cuadrcula de 9mhrde
' ) superficie. C. Enfoque a

¥

/i mayor aumento de e
superficie de la cuadr’cule
central, en donde s

T

Ko
—
A
N

| amims

observan ncemeros Q!
\ 0,2mm corresponden a la secuenc

(

sugerida para el contec
celular. D. Se observa une
pipeta colocando la soluci—
en la rejilla superior para

Conteo por cuadrantes

] [E5
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Terminada la tripsinizaci—n, se realiz— un conteo de las cZlulasspipenitadio
de la Cimara de Neubauer, se determin— que en cada pozo deb’an sembrarse 10,00
cZlulas colocando 31uR de las cZlulas tripsinizadas, utilizando 3 placas de 24 pozos.
En dichas placas se destin— la primera fila para las CMMPD sesnbrada medio
estindar. En la segunda fila, se utiliz— con un medio tradicional defexgao@ici—n
(DMEM con 10% de SFB, 50 pg/ml de fcido asc—rbico, 10mMgtieerolfosfato, 10
-5M de dexametasona). En la tercera fila, se emple— un medio dearstenddi—n
comercial llamado StemMACS OsteoDiff Media (Miltenyi Biotech |& celtima fila, se
dejaron pozos con medio estfndar, tradicional de osteodiferenciaci—n y OptaDif

ser observados mediante tZcnicas de autofluorescencia con eosina como contraste.

Los cambios de medio se realizaron cada 3 d’as. Los sobrenadanpgssmasse

guardaron esta vez en tubos de 15ml.

5.6.2.4 Tinciones

Las 3 placas de 24 pozos fueron destinadas para observar, por medio de la tinci—n
Rojo Alizarina y autofluorescencia, la presencia de n—dulos de calcié,alby 18

d’as de osteodiferenciaci—n. Aspléca 1correspnd’a ald’a 6; laplaca 2ald’'a 12y

laplaca 3 ald’a 18

5.2.2.4.1. Protocolo de tinci—n con Alizarina Roja.

Al llegar al d'a 6, se lav— y cambi— el medio de las placas 2 ¢glettando el
sobrenadante de Zstas, se realiz— esto a los d’as 12 y 18 d’as.

El procedimiento para la tinci—n con Alizarina Roja es el siguiente:

1. Para preparar la soluci—n de tinci—n, se disolvieron 2gr de Alizarina Roja en

100ml de agua destilada, se mezcl— y ajust— el pH a 4.1-4.3 con HCHo NH
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2. Se sac— el cultivo de la incubadora y con cuidado se aspir— el medio con PBS
sin tocar la monocapa.

3. Se aspir— el PBS y se coloc— formalina al 10% hasta cubrir la monodapa cel
Luego de 30ninutos, se aspiraron las cZlulas y se lavaron con agua destilada.

4. Se aspir— con cuidado el agua destilada y se coloc— la suficiamiieaRoja
como para cubrir la monocapa celular. Se incub— a temperatura ambignte en |
oscuridad por 45 minutos coloctndose en el agitador a velocidad lenta. (Figura
6)

5. Transcurrido dicho tiempo, se aspir— la tinci—n de Alizarina Roja y se lav— la
monocapa celular 4 veces con agua destilada. Con cuidado se aspir— el agua
destilada y se coloc— PBS.

6. Se observaron las cZlulas en el microscopio.

Figura 7. Agitador donde se
coloc— la placa de 24 pozc
durante la tinci—n de Ro
Alizarina.

5.2.2.4.2 Protocolo de tinci—n con autofluorescencia.

Luego de realizar la tinci—n con Rojo Alizarina, se ti—eron algunos pozoskby DA
eosina, para ser observados en el microscopio de luz ultraviolets. mismos

procedimientos se realizaron a los d’as 12 y 18 de osteodiferenciaci—n.

1. Se aspir— el PBS y se coloc— formalina al 10% hasta cubrir la monocapa
celular. Luego de 30 minutos, se aspiraron las cZlulas y se lavaron con agua

destilada.
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2. Se aspir— con cuidado el agua destilada y se coloc— la suficientedbosina
para cubrir la monocapa celular (300 pL), por 30 minutos.

3. Transcurrido dicho tiempo, se aspir— la Eosina y se lav— la monocapa celular 4
veces con agua destilada. Con cuidado se aspir— el agua destiladag~se col
PBS.

4. Se diluy— la soluci—n DAPI en 300 nM con PBS. Se agreg— aproximadamente
300 pL de Zsa soluci—n diluida con DAPI asegurindose de que las cZlulas
gueden cubiertas completamente.

5. Incubar por 1 a 5 minutos.

6. Lavar de 3 a 4 veces con PBS. Aspirar el exceso de la soluci—n y obselrvar en

microscopio invertido de fluorescencia (Figura 7).

Figura 8. Invertoscopio con
fluorescencia (Zeiss)

5.2.2.5 Cuantificaci—n de prote’nas con el mZtodo de Bradford y electroforesis

La concentraci—n de prote’na de los sobrenadantes fue cuantificado por medio del
mZtodo de Bradford (Bradford, 1976) utilizando Albumina de suero bovino como
estfndar. Posteriormente las muestras fueron analizadas mediantectrofordsis en

geles de poliacrilamida al 10%, con el sistema de buffer propuesto por Laemmli (1970).
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Se determin— el peso molecular de las prote’nas expresadas, calculataiocla

de migraci—n, mediante una grifica semilogar’tmica.

5.2.2.5.1 Protocolo de electroforesis.

2 o

Realizar mezcla en tubos peque—os en un volumen de 20-30

Perforar tapas para liberar la presi—n

Preparar el ba—o mar’a 96;C (agua hirviendo, depende de la altitud)

Colocar las muestras por 5 min

Centrifugar a 10,000 rpm

Colocar el gel en la ctmara e inundar con el buffer de corrida (quitar burbujas de

los pozos)

7. Con el gel inundado, cargar el gel con las muestras

8. Cargar marcador de peso molecular

9. Se programa la fuente de poder a 40mA/gel (debe mantenerse constante), y 200V

(variante).

Posteriormente, se ti—e el gel con nitrato de plata, para observar la migraci—n protZica.

5.2.2.5.2 Protocolo de tinci—n de nitrato de plata.

2 e o

8.
9.

Lavar el gel con agua bidestilada (5 min en agitaci—n)

Fijar el gel con soluci—n de Fijaci—n (5 min en agitaci—n)

Lavar el gel con agua bidestilada (5 min en agitaci—n)

Colocar el gel de acrilamida en Tiosulfato (soluci—n de trabajo) durante 1 min
Lavar con agua milli Q. (3 veces 20 segundos cada lavado)

Incubar en soluci—n de Nitrato de plata durante 10 min (cubrir con aluminio y
mantener en agitaci—n)

Lavar nuevamente como en paso 5

Colocar Soluci—n Reveladora (Observar aparici—n de bandas)

Lavar con H20

10. Colocar soluci—n de Fijaci—n (10-20 min)
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5.2.2.5.3 Protocolo de fijaci—n de gel de acrilamida.

P wnNPE

Incubar en Metanol durante 1hr en agitaci—n.

Lavar con HO durante 1hr en agitaci—n.

Incubar en Metanol durante 30 min en agitaci—n.

Lavar con HO durante 1hr en agitaci—n.
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6. RESULTADOS

6.1 Proliferaci—n

Inmediatamente despuZs de descongelar la muestra y sembrarla, la madaitay'a
de las CMMPD era esferoidal y no estaban asentadas en la monocégm3 &as &
observaron cZlulas alargadas y fusiformes, asentadas en el fondo del élasddas a
la monocapa y formando colonias. Al cuarto d’a Zstas colonias ya no sg’disc@a
de otra pues se alcanz— la confluencia celular, por lo que se procqubirizartrel
frasco y se hizo un conteo en la cimara de Neubauer para determiaatidadcde
cZlulas que se colocar’an en cada uno de los 24 pozos de las plactisadestular con

el medio de osteodiferenciaci—n. (FiguralB)A-

Figura 9. Fotomicrograf’a en microscopio invertido, 100A. CMMPD al momento del
sembrado. N—tese la morfolog’a celular esferoidal CMMPD a los 3 das de
incubaci—n. Se observa un cambio morfol—gico caracter'stico de las cZlulas
mesenquimales: citoplasma ahusado y ncecleo cZntrico (flechas blaGchadp.
CMMPD al 4%, d’a de incubaci—n. Se observa una mayor confluencia celular.

46



6.2 Osteodiferenciaci—n: tinciones y morfolog’a.

Control Tradicional Patente

6 d’as

12 d’as

18 d’as

Figura 10 . Vista macrosc—pica de los pozos a los 6, 12 y 18 d’as, en el grupo control,
medio de osteodiferenciaci—n tradicional y el medio de paté&iriei—n de Alizarina
Roja.
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6 d'as

12 d’'as

18 d’'as

6.2.1 Tinci—n de Alizarina Roja.

Control Tradicional Patente
A B C
D E P F
> >
A
4.
G H [
N N >
> 4
> >
> >
.>

Figura 11. Cultivo de cZlulas madre de la pulpa dental en medio estindar para
diferenciaci—n (CONTROL); medio  tradicional de  osteodiferenciaci—n
(TRADICIONAL); y el medio de osteodiferenciaci—n de patente: OsteodEHfNFPEY a

los 6, 12 y 18 d’as. TZcnica de Rojo Alizarina, 1A%/ B. No se observaron cambios.

C. Se aprecia un n—dulo de mineralizaci—n grande y un esbozo de otro peque—o
(c’'rculo). D. Se not— un incremento en la poblaci—n celular, a diferencia de la figura
11-A. E. Se distingue levemente un aumentdadeoncentraci—n de carbonato en los
citoplasmas de algunas cZlulas, que se observaron de un tono mis résaéara el

d'a 12, en el medio de patente, se distinguieron n—dulos de mayor intensidadi@n su

y tama—o (flechas negras). Aument— el noemero de cZlulas cuyo citoplasmauconten’a
incremento en la densidad de carbonato, por lo que se apreciaban de un color
ligeramente mis rojizo en comparaci—n de lo observado a los 8d'aslos 18 d’as,

el grupo control no present— cambibls. El grupo tradicional present— un acecemulo de
calcio aislado de un tono mis intenso, (flecha negra). Se apreciaron concentraciones
de carbonato en los citoplasmas de una mayor cantidad de cZlulasn el medio de
patente, fue evidente el incremento en la cantidad de dep—sitos de caddoseos

pozos correspondientes al osteoDiff (flechas negras).
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Durante el d’a 6 tanto en el grupo control como en el tradicional, no se observ—
ninguna concentraci—n de calcio, s—lo se distingui— levemente el cittplésna
CMMPD, en el cual, probablemente se encontraba algcen compuesto carbonatado
(Figuras 10-Ay 10-B). Sin embargo, en el grupo del medio de patente, fue notable el
surgimiento de peque—os h—dulos de mineralizaci—n redondos, pero escasos. As’ mismc
en el citoplasma de algunas cZlulas osteoprogenitoras, se aprecian conuensaclo

gue ser’an esbozos de accemulos de cdiajoré 10-C)

En el d'a 12, en el grupo control se observ— mayor poblaci—n celular en comparaci—
del d’a 6 sin la formaci—n de accemulos ctlckigsrgd 10-D) Con respecto al medio
tradicional, se apreciaron ciertos aumentos de concentraciones de carbonaso en |
citoplasmas de algunas cZlulas, los cuales se observaron de un tono duts Kasae
distinguieron accemulos de calcio de un tono mis inteigeog 10-E). Se observ— que
en el medio de patente, se distinguieron n—dulos de mayor intensidad en su color,
tama—o, y cantidad que a los 6 d’as. Aument— el ncemero de cZlulas cagmaitopl
conten’a un incremento en la densidad de carbonato, por lo que se apreciaban de un
color ligeramente mis rojizo en comparaci—n de lo observado a los bigitaa. 10-

F).

Finalmente, en el d’'a 18, en el grupo control no se detectaron accemulogode calc
(Figura 10-G). EI grupo tradicional present— un accemulo de calcio aislado de un tono
mis intenso, se apreciaron concentraciones de carbonato en los citoglasoras
mayor cantidad de cZlulas, ligeramente mts condensadas que en el Eigui2.10-

H). En el medio de patente, fue evidente el incremento en la cantidbap-desitos de
calcio en todos los pozos correspondientes al osteoDiff. Incluso, algunos @Eeranl

redondeados, de un rojo mis intenso, uniZndose o confluyendo.

A su vez, en Zse mismo d’a, se observaron los citoplasmas de algulaascoluna
saturaci—n total de calcio, pero que acen conservaban la morfolog’a celular. fsa
saturaci—n de calcio fue desde tonos ligeramente anaranjados, hastal lfegar

propiamente dicho, lo cual represent— el grado de concentraci—n de calcio dentro de |
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cZlula. Algunas presentaban una morfolog’a alargada, asemejando a fibrasdeue pue
corresponder tal vez a las fibras de colfgeno que fueron producidas al inieio de |
osteodiferenciaci—n, quienes en Zsta etapa de mineralizaci—n, fuerdasreeessicio

liberado por las ves’culas de mineralizaci—Figufa 9 y 10-I)
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6 d'as

12 d'as

18 d'as

6.2.2 Autofluorescencia con Eosina y DAPI como contraste.

Control Tradicional Patente

Figura 12. Cultivo de cZlulas madre de la pulpa dental en medio estindar para
diferenciaci—n (CONTROL); medio  tradicional de  osteodiferenciaci—n
(TRADICIONAL); y el medio de osteodiferenciaci—n de patente: OsteodifiNPE)I &

los 6, 12 y 18 d’as. TZcnica de autofluorescencia (Eosina con DAPI), A0xSe
observ— la morfolog’a alargada o ahusada, con un noecleo cZntrico y prominente
(c’rculo blanco), as’ como agrupaciones celulares, caracter’sticas de las CMMPD.

B. Se distingui— una mayor poblaci—n celular, sus citoplasmas eran mis amplios, de
una forma mis romboide, (flechas blancag}. El medio de patente present— una
morfolog’a celular poliZdrica y amplia con un noecleo ligeramente mis redondeado y
excZntrico (c’rculo blanco).D. Se apreci— una morfolog’a forma ahusada, con su
ncecleo ovalado, cZntrico (flechas blancag). Fue notable la desorganizaci—n en la
disposici—n de las cZlulas, el cambio en su morfolog’a a un citoplasma poliddrim

ncecleo ovalado y grande (c'rculo blancd). La disposici—n celular segu’a siendo
desordenada aunque se esbozaban indicios de cierta orientaci—n de las cZlulas, su
forma era mis cuadrangular, con ncecleos grandes, cZntricos y ovalados (flecha blanca).
G. Se not— una mayor organizaci—n y poblaci—n celular con una morfolog’a ahusada y
ncecleo central, caracter’stica de las cZlulas mesenquimblese observaron algunas
cZlulas de citoplasma amplio que conservaban la forma cuadrangular, caracter’stica de
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los osteoblastos (flechas blancas), organizadas de manera reticulaDebido a la

gran confluencia que se observ—, la morfolog’a celular se present— ligerafrente
aplanada que en el d’a 12, los osteoblastos conservaron su citoplasma amplio y noecleo
mis redondeado (c’rculo blanco).

Al inicio, durante el’a 6, en lospozos contrglla poblaci—n celular no alcanzaba una
confluencia mtxima, sin embargo, se observ— la morfolog’a alargada o ahusada, con un
ncecleo cZntrico y prominente, as’ como agrupaciones celulares, carastefstias
CMMPD (Figura 11-A). En elmedio tradicional se distingui— una mayor poblaci—n
celular, sus citoplasmas eran mifs amplios, de una forma mis rombs&lepsiparaba
con el grupo controlse observ— tambiZn cierta organizaci—n en la disposici—n de las
cZlulas Figura 11-B).

El medio de patentpresent— una morfolog’a celular poliZdrica y amplia con un noecleo
ligeramente mis redondeado y excZntrico. Exist'a menor cantidad celulparaden

con el medio tradicional a los 6 d’as, signo caracter’stico de la dsteodiaci—n y el
comienzo de la mineralizaci—me la misma manera, se observ— una disposici—n
desordenadd(gura 11-C).

Durante &d’a 12 se observ— que emr&dio controlFigura 11-D) se increment— la
cantidad de CMMPD e incluso, las agrupaciones celulares ya no se distingpiges
confluyeron. Se observ— una mayor organizaci—n de las cZlulas. Se hizo mis

caracter’stica su forma ahusada, con su ncecleo ovalado, cZntrico.

En elmedio tradicional(Figura 11-E), fue notable la desorganizaci—n en la disposici—n
de las cZlulas, el cambio en su morfolog’a a un citoplasma poliZdricarcncecleo
ovalado y grande. Se identific— que emmetlio de patentdFigura 11-F), la
disposici—n celular segu’a siendo ligeramente desordenada aunque se esbozaban indi
de cierta orientaci—n de las cZlulas. Su forma era mis cuadrangular, l@om ncec

grandes, cZntricos y ovalados.
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Para Is 18 d’asde osteodiferenciaci—n, ennetdio contral se not— una mayor
organizaci—n y poblaci—n celular con una morfolog’a ahusada y ncecleo central,
caracter'stica de las cZlulas mesenquimdfégufa 11-G). Por otro lado, emedio
tradicional (Figura 11-H) present— una mayor cantidad de cZlulas con una disposici—n
reticular. Debido a la gran confluencia celular, no fue posible distinguanutante la
morfolog’a celular general, sin embargo, se observaron algunas cZlulas dencitoplas

amplio que conservaban la forma cuadrangular, caracter’stica de los osteoblastos.

Se apreci— una mayor cantidad de cZlulas en un aparente entrecruzamientmdien e
de patentgFigura 11-1). Debido a la gran confluencia que se observ—, la morfolog’a
celular se present— ligeramente mifs aplanada que en el d'a 12, losststeobl

conservaron su citoplasma amplio y ncecleo mis redondeado.
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6.3 Electroforesis bidimensional

Figura 13. Gel de poliacrilamida al 10%.

Carril A: Marcador de peso molecular de amplio rango (Kaleidoscope Prestained
Standards, BioRad)Carril B: Medio control a los 6 d’asCarril C: Medio tradicional

de osteodiferenciaci—n a los 6 d'&arril D: Medio de osteodiferencici—n de patente
(OsteoDiff, Mitenyi Biotec) a los 6 d’asCarril E: Medio control a los 12 d’as de
cultivo. Carril F: Medio tradicional a los 12 d’asCarril G: Medio de patente a los 12
d’as. Carril H: Medio de control a los 18 d’asCarril I: Medio tradicional a los 18
d’as. Carril J: Medio de patente a los 18 d’as.

L'nea 1: Prote’na de 40KDa. (Probable osteonectina)

L'nea 2: Prote’na de 36KDa. (Probable sialoprote’na —sea)

L'nea 3: Prote’na de 26KDa. (Probable BMP-2)

L’'nea 4: Prote’na de 25KDa.

L’nea 5: Prote’na de 23KDa.

L'nea 6: Prote’na de 20KDa. (Probable IGF-2)

L’'nea 7: Prote’na de 19KDa.

L’'nea 8: Prote’na de 18KDa.

L’nea 9: Prote’na de 14KDa.

L’nea 10: Prote’na de 13KDa

54



Se corri— un gel de acrilamida al 10% con los sobrenadantes de cadanijoss3 tie

en los que se evalu— el experime&®.enple— un marcador de peso molecular de 250
a 10 KDa. (Figura 12)

Peso Molecular Prote’na Fuente

116.3 Galactosidasa E. coli

Anhidrasa carb—nic: Bovino

Lisozima Huevo de gallina

Tabla 2. Prote’'nas que constituyen al marcador de peso molecularSRE=
Kaleidoscope Standards, Bio-Rad).

6.3.1 Prote’'nas conun peso molecular similar a aquZllas que participan en el

proceso de mineralizaci—n —sea.

Se expres— una protetl®sd0 KDa, (I'nea 1) de manera tenue para el grupo control
y el medio de patente a los 6 d’as, siendo intensa en el medio tradiGenatensific—
ald’a 12 en el medio control y tradicional, siguiendo tenue en el medio de paPamse
el d’'a 18, en el medio control y tradicional la banda continuaba intengzadesando
en el medio de patente. Este peso molecular corresponadstadaectina la cual est?
ligada a la fase de maduraci—n de la matriz extracelular en formausgteoide, pues

tiene afinidad con la hidroxiapatita.

Una prote’na d86KDa, (I'nea 2) se observ— de una tonalidad intensa el d'a 6 para
los 3 grupos. Para el d’a 12 del experimento, se expres— tenue en el medip €ontrol

tradicional pero en el medio de patente desapareci—. Para el d’'a 18nsanéxipe la
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banda del medio de control y desaparecieron las correspondientes al medunabglici
al de patente El peso se asemeja con el deioprote’na —se&3KDa, la cual tiene
su expresi—n durante todo el proceso de mineralizaci—n, est} ligada coniehtsurgim

de los osteoblastos.

Se detect— una prote’na2@eKDa, (I'nea 3) de manera tenue el d'a 6 en el medio
control, no haciZndose visible en los medios tradicional y de patentemiSinge, para
el d'a 12, se observ— intensamente en el medio control y tradicional, sieledente|
medio de patente. En el d'a 18, segu’a intensa la banda que correspond anpdia e
control, tenue para el medio tradicional y se encontraba ausente en edmediente.
BMP-2 tiene un peso molecular de 26KDa y se ha comprobado que su elevaci—n induce
la expresi—n de osteocalcina, prote'na que aparece en las celtimaslefases

mineralizaci—n.

Una prote’na de0 KDa (I'nea 6) se observ—, la cisa@l asemeja al peso molecular de
IGF-2 el cual es de 20.149KDa. Junto con IGF-1, aparecen en la fase proliferativa

donde contribuyen a la maduraci—n del osteoblasto y la expresi—n de fosfatasa alcalina.

6.3.2 Prote’nas expresadas cuyos pesos moleculares no corresponden Wl

gue participan en la mineralizaci—n —sea.

Una prote’na d@5KDa, (I'nea 4) se expres— de manera intensa el d’'a 6 para el
medio de patente, observindose tenue en los demis medios. DespuZs, &8 séd’a
intensific— la expresi—n para los tres grupos. En el d’a 18, sigui— ihterdwada el
grupo del medio control y tradicional. No obstante, la banda del medio de pente

observ— tenue.

Se expres— una f@'oa de23KDa (I'nea 5),de manera intensa en los medios control
y tradicional los d’as 6 y 12, mientras que en el d’'a 18, se observaron terines. S
embargo, en el medio de patente, la banda no apareci— en el d’'a 6, semiesi-d&'a

12 y despareci— nuevamente en el d’a 18.

56



Se observ— la expresi—n de una protel’¥Kba (I'nea 7) de manera intensa para
los grupos control y tradicional los d'as 6 y 12. En el medio de patente, durdiat® e
se apreci— de forma tenue, no apareciendo los d'as 12 y 18. En el d’a 18ides me

control y tradicional registraron una banda tenue.

Se detect— una prote’'nal8&Da (I'nea 8),de manera tenue en los medios cdntro
tradicional lo d'as 6 y 12, desapareciendo para el d'a 18. En el medio e patese

observ— ninguna I'nea durante los 3 d’as del experimento.

Una prote’na dé4KDa (I'nea 9) se expres— de manera intensa los d’as 6 y 12 para
los medios control y tradicional siendo tenues el d’'a 18. La banda fue ietetisa6

para el medio de patente, pero para el d'a 12 y 18 se apreciaba tenue.

Se detect— una prote’nal8&Da(I'nea 10 de manera tenue el d'a 6 en el medio de
control y el tradicional, desapareciendo en el d'a 12 y reapareciendo pard &l Ea

el medio de patente no se expres—.
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7. DISCUSIIN

Se obtuvda pulpa dental a partir de premolares extra’dos por motivos de tratamiento
ortod—ntico. A partir de dicho tejido, despuZs de su correspondiente procesamiento, fue
posible extraer cZlulas madre, cuya morfolog’a coincide con Gronthos y colaboradores
(Gronthos et al, 2000).

La morfolog’a encontrada en el medio de cultivo expandido de CMMPD previo a la
osteodiferenciaci—n, en Zste trabajo, correspondi— con lo encontrado en distintas
publicaciones, una de ellas es la de Gronthos y colaboradores, la cual repteti-amue
una morfolog’a similar a la del fibroblasto: ahusada, formando colonias pdasm@n la
base del frascoPor lo tanto, en ahnedio contro) a los 6, 12 y 18 d’as s—Ilo se observ—
un aumento en la poblaci—n celular y la morfolog’a fue siempre la ralsmsada con

ncecleo cZntrico. (Gronthos et al, 2000; Nagata et al 2008)

A partir deld’a 6 de osteodiferenciaci—tanto en el medio tradicional, como en el
de patente, se observ— un cambio en la morfolog’a celular, se distinguierotulasas cZ
poliZdricas, un citoplasma mis amplio. Esto corresponde con las caieaseds un

osteoblasto en su fase activa descrito por Nanci y Ten Cate. (Nanci y Ten Cate, 2008)

As’ mismo, akexto d’'a se observ— una disminuci—n en la poblaci—n celular en los
medios tradicional y de patente, una transici—n descrita por Owen y colabara€eores
consiste en el cese de la proliferaci—n celular para dar paso a&lzcodeda secreci—n

de prote’'nas y la mineralizaci—n de la matriz —sea. (Owen et al, 1990)

Mediante la tinci—n de Rojo Alizarina fue posible observar el surgimiento de
peque—o0s n—dulos minerales pard’'®l6, en el medio de patente. En el medio
tradicional s—Ilo se apreci— una condensaci—n del colorante dentro des)de gl

corresponder’a tal vez a las ves’culas de mineralizaci—n descriEaspono Bonucci
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y Clarke Anderson. Segoen Zstos autores, las ves'culas de la matrizase ubic
extracelularmente, tienen 100nM de ditmetro ubicadas estratZgicameitites etosde

inicia la calcificaci—n, como en el cart'lago, hueso y predentina. mBargo, Zstas
ves'culas tienen su origen en la membrana externa de cZlulas difersnuismaa
condrocitos, osteoblastos y odontoblastos. La liberaci—n de Zstas vasiisiiatas
freas de la matriz tiene la finalidad de distribuir la caboifie-n.(Bonucci, 1992;
Anderson, 2003)

As’ mismo, Anderson describi— dos fases de la mineralizaci—n bioHagjue &%
ves'culas de la matriz desempe—an un papel importante. Easél se forman los
primeros cristales minerales dentro de las ves'culas, lo cual emtadmepor la
actividad de las fosfatasas (fosfatasa alcalina, adenosin tidfesfg pirofosfatasa) en
conjunto con las molZculas de uni—n al calcio (anexina y fosfatidil $esimajtles se

encuentran concentrados dentro o cerca de la membrana de las ves'culas de la matriz.

La Fase Il de la mineralizaci—n biol—gica comienza con la liberaci—n des existale
travZs de la membrana de las ves'culas de la matriz exponiendo latesride
hidroxiapatita reciZn formados al fluido extracelular. El fluido extragehaianalmente
contiene suficiente calcio y fosfato para mantener la proliferaci—nueode cristales,
sirviendo los cristales preformados como base o ncecleos para la formaci—vosde nue
cristales por medio de una nucleaci—n hom—Iloga. Lo que concuerda con los compuesto
carbonatados observados dentro y fuera de las cZlulas a partir del d’a 6aste.ade
(Bonucci, 1992; Anderson, 2003)

Al observar la autofluorescencia endsh 6, fue notable el cambio morfol—gico
celular del medio de patente, caracter’sticas que correspond’an aripoélest de un
osteoblasto y fue notable su desorganizaci—n comparado con el medio control y el
tradicional. Lo anterior puede relacionarse con la actividad osteoblistiedosa, pues
se construye una red de fibras de colfgeno donde las prote’'nas y matafiehdalc
sert depositado (Sodek y McKee, 2000)

Durante etl’a 12, el aumento de dep—sitos minerales, principalmente el calcio, fue

evidente en el medio de patente te—ido con Rojo Alizarina. Se apreciauntoieo

59



mis intenso y en mayor cantidad que en el d'a 6. En el medio tradicieftalse
apreciaba levemente algunos compuestos carbonatados dentro del citoplasnel y e
medio extracelular, probablemente hecho por las ves'culas de la matriz,dasgara

los osteoblastos. Este d’a coincide con la primera transici—n en alopdeda
mineralizaci—n: el aumento de la secreci—n de la fosfatasa a{dad 12 a 18) para
continuar con fase de maduraci—n de la matriz —sea descritos por OweautorS
(Owen et al, 1990)

Por medio de la autofluorescencia’al 12 fue posible observar una desorganizaci—n
de las cZlulas del medio tradicional, situaci—n que se observ— e elenpedente
desde el d’a 6. Como se coment— anteriormente, Zsta desorganizaci—n cortesponde a
preparaci—n de una matriz no mineral, esto es, el osteoide descrito por Suoclek, Na
Ten Cate, entre otros. (Sodek y McKee, 2000; Nanci y Ten Cate, 2008; Gronthos et al,
2000)

En el medio de patente, parad& 18 se increment— notablemente la cantidad de
compuestos de calcio captados por la Alizarina Roja, de un color mis infesaovez
fue notable la saturaci—n de material ctlcico en los citoplasraggides osteoblastos.
Se observaron mts n—dulos minerales de distintos tama—o0s. fste d’a comtide
descritos por Owen (del 16 al 20) en el que se registra una alta expresiteocaécra
y otras prote’nas como la BMP-2 y osteopontina asociadas con la minerahizaci

propiamente dicha. (Owen et al, 1990; Nagata et al, 2008)

A diferencia del medio de patente, parad’al 18 el medio tradicional present—
n—dulos minerales aislados y peque—o0s. Se observ— que las formacionesdeinerale
d’a 18 para el medio tradicional se presentaronedesd’'a 6 en el medio de patente,
haciendo notable la eficiencia de osteodiferenciaci—n de Zstalfraetio tradicional,
situaci—n observada por Rodr'guez-Lozano y colaboradores, en donde el mismo medio

de patente (OsteoDiff, Miltenyi Biotec GmbH Bergisch Gladbach, Germany), fue
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comparado con 2 medios de osteodiferenciaci—n tradicional (con y sin dexametasona
Los investigadores encontraron que el OsteoDiff mostr— niveles altos ddérecimees

de Rojo Alizarina demostrando tener mayor eficiencia para la diferenciadg—n
osteoblastos, sin embargo, sus componentes exactos no son dados a conoceo al pceblic
por el fabricante, por lo que actualmente se desconoce quZ lo hace i@meefic

(Rodr'guez-Lozano et al, 2012)

En las imfgenes de autofluorescenciad@ell8 tanto en el medio de patente como
en el tradicional, se observ— la organizaci—n en red de los osteoblasto®, como |
establecen Sodek y McKee en su art'culo, sin perder su morfolog’a poliZslrmamo

una mayor confluencia o cantidad de cZlulas. (Sodek y McKee, 2000).

En lo observado en la electroforesis del sobrenadante recolectado, gnmtyelaas
expresadas, 6 de ellas correspond’an a los pesos moleculares de aquzZdisismue
involucradas con la mineralizaci-esteonectina, sialoprote’na —sea, BMP-2 y IGF-2.

Su expresi—n a lo largo del tiempo de osteodiferenciaci—n corresponde con diversos
autores, quienes se—alan que las prote’nas se expresan de manera immcalalla

osteodiferenciaci—n. (Anderson, 2003; Bonucci, 1992; Nagata et al, 2008)

Al momento de la mineralizaci—n, la intensidad de las bandas es nhéamiadgue
las prote’nas quedan incluidas en la matriz mineral en formaci—n. fior @etexpres—
claramente en lBnea 3, la cual correspond’a a una prote’na con un peso molecular de
26KDa, similar al de un8MP-2. Dicha I'nea, se observa al inicio de forma tenue y
conforme avanzan los d’as de osteodiferenciaci—n, se intensifica (d'd8,1énylos
medios tradicional y de patente). Su comportamiento coincide con Nagata y
colaboradores, quien determin— que la elevaci—n de Zsa prote’na, aumenta—ta induc
de la expresi—n dedateocalcina prote’na que desempe—a un papel importante en la

mineralizac—n de los tejidos. (Anderson, 2003; Bonucci, 1992; Nagata et al, 2008)

Otro ejemplo de la expresi—n de las prote’nas cuyo peso molecular gearelaci
una prote’na —sea, es lo observado ¢nda 1, donde se registra una prote’na de
40KDa, un peso que corresponde adteonectina.Se observ— su mayor expresi—n en
el medio de patente, para el d'a 12 y posteriormente ya no se registr—, pestablem

debido a que su secreci—n mixima se dio en ese momento. Lo anterior conouerda
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Sodek y McKee, quienes en su art'culo se—alan que Zsta prote’na panticijasede
maduraci—n de la matrz —sea, donde se prepara a la matriz extracaluar pa
deposici—n de mineral, pues su caracter’stica principal es que itsnéesadhesi—n al
calcio. (Sodek & McKee, 2000; Owen et al, 1990; Nagata et al, 2008)

Otra manera de comprobar las fases de mineralizaci—n sobre la ekEstre®re
observar principalmente las bandas del medio de patente, pues evidentenagnéeia
la aparici—n y desaparici—n de las prote’nas a lo largo del experimenhitba EB, ¢éas
bandas estfn intensas, mientras que para el d’'a 18, desaparecen o rsgegenHsto
significa que las prote’nas dejaron de expresarse en el sobrenadanteivaepoudfue
muy posiblemente ya estaban formando parte de la matriz mineral, @stpreghadas

en los n—dulos minerales.
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8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Fue posible extraer cZlulas madre a partir de la pulpa dental de preresteats
por motivos ortod—nticos y se obtuvo un cultivo proliferado de CMMPD. Su
morfolog’a, capacidad de formaci—n de colonias y asentamiento en la Hesscdgel

fueron caracter’sticas propias de una cZlula madre.

A su vez, se sembraron en 2 medios de osteodiferenciaci—n: uno con los aditivos
tradicionales como la dexametasona, (medio tradicional) y otro medio detepat
(OsteoDiff, Miltenyi) as’ como un medio paacrecimiento de cZlulas mesenquimales

gue sirvi— como control.

Se obtuvieron mejores resultados con el medio de patente e incluso ske-copst es
2 veces mis efectivo que el medio tradicional de osteodiferenciaci—marpseslo
desde el d'a 6 se apreciaban ya peque—0s n—dulos minerales, cambiansimoasumi

morfolog’a ripidamente al de un osteoblasto activo.

En la electroforesis fue notable el poco contenido protZico del sobrenadante del
medio de patente incluso desde el 6% d’a, eso evidenci— que las preEdsaso
estaban siendo liberadas de manera constante, sino que formaban parteoa ost

tejido no mineralizado en formaci—n.

fsta informaci—n es importante si se consideran a las CMMPD pam eu las
terapias regenerativas, pues el OsteoDiff (Miltenyi, Biotec), agibgatiempos de
diferenciaci—n de cZlulas osteoprogenitoras, por lo tanto, permitirf qupidadeidar

en los defectos intra—seos periodontales sea una alternativa a los tratamienmtes exist

Una aplicaci—n cl'nica muy viable ser’'a colocarlas en un andamio gknooldina
esponja, por ejemplo) y llevarlas a los defectos intra—seos periodontales, proptarciona
as’ la tridimensionalidad necesaria para el asentamiento de los osiegblas cutles,

comenzarin a formar tejido mineral mis estable en un menor tiempo.
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Conviene realizar distintos estudios en modelos animales donde se evalcee la
regeneraci—n periodontal con osteoblastos a 6 d’as de diferenciaci—n en @& medi
patente en defectos periodontales de una, dos, tres paredes y combinadoar, Realiz
vez, pruebas de distintos OcarriersO o medios de transporte que resulten@cperemic
al mismo tiempo faciliten el asentamiento de los osteoblastesm@emente, comparar

y estandarizar la tinci—n de Von Kossa frente al Rojo Alizarina.

La ventaja de la terapia celular con CMMPD es la falta de upaesia inmune por
parte del organismo receptor. Por lo anterior, las CMMPD obtenidas de #as pie
extra’das, ya sean premolares o terceras molares sin caries 0 enfeperodaohtal,
pueden ser criopreservadas, situaci—n que permite una viabilidad celular dertasta
meses. Incluso, se debe comparar dicha viabilidad al momento de hacer la obtenci—n
celular, a los 6, 12, y 18 meses de criopreservaci—n para estandarizar procesos de

almacenaje.
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