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RESUMEN

Martha Beatriz Guajardo Martinez Fecha de Graduacion: Septiembre, 2012
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn

Titulo del Estudio: Aislamiento de células madre de la pulpa dental en dientes primarios
NUMERO DE PAGINAS: 59

Candidato para el grado de Maestria en Ciencias Odontoldgicas con Especialidad en
Odontopediatria.

Area de Estudio: Biologia Molecular

Propésito y Método del Estudio: Desarrollar la técnica de obtencion de células madre a
partir de tejido pulpar de dientes primarios en los nifios que asistieron al Posgrado de
Odontopediatria de la U.A.N.L., en los que estuvo indicada pulpotomia y/ 6 préximos a
exfoliarse con extraccion indicada, Se obtuvieron las muestras con sus lineamientos de
obtencidén establecidos y en laboratorio, se disefiaron primers para los genes TPD52

(Gene Bank BE974098) y WNT16 (Gene Bank AF169963), se realizo la extraccién de RNA,
ya obtenida se procedié a una retro transcripcién y por ultimo una PCR (reaccién en
cadena de polimerasa) para establecer las temperaturas de alineacion dptima para los

primers con la muestra.

Al término se transfirieron a un gel de agarosa 1% y se corrié durante 45 minutos en la

camara de electroforesis. Posteriormente se observaron con éxito las bandas.

Contribuciones y Conclusiones: Se confirmé la presencia de células madre en las bandas

en la cdmara de electroforesis.

Director de Tesis:
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ABSTRACT

Martha Beatriz Guajardo Martinez Date of Graduation: September 2012
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn

Faculty of Dentistry

Title of Studio: Isolation of Stem Cells in the pulpar dental of primary teeth

NUMBER OF PAGES: 59

Candidate Master of Science Specialty in Pediatric Dentistry

Study Area: Molecular Biology

Study purpose and method: Develops the technology of obtaining Stem Cells from pulpar
of primary teeth in the children who were present at Odontopediatria’s Postdegree of
U.A.N.L, in that was indicated pulphotomy and / or near to exfoliate with indicated
extraction.

The samples were obtained by his limits of obtaining established and in laboratory, were
designed primers for the genes TPD52 (Gene Bank BE974098) and WNT16 (Gene Bank
AF169963), there was realized RNA’S, already obtained extraction one proceeded to a
retrotranscription and finally a PCR (chain reaction of polymerase) to establish the

temperaturas of ideal alignment for the primers with the sample.

Finally, transfer to a gel of agarosa 1% and it ran during 45 minutes in the chamber of

electroforesis. Later, the bands were observed successfully.

Contributions and Conclusions: Confirmed Stem Cells in the bands at the chamber of

electroforesis.

Advisor Signature:
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INTRODUCCION

Las Células Madre, conocidas como Stem Cells., Son las células maestras de nuestro

organismo, mismas que dan origen a todos los tejidos y érganos del cuerpo.?
Han sido utilizadas satisfactoriamente cientos de veces en todo el mundo y pueden
ofrecer un remedio a condiciones tales como:

. Parkinson y Alzheimer

. Diabetes juvenil

. Lesiones hepaticas

. Lesiones de médula espinal

. Esclerosis Multiple y enfermedades crénico-degenerativas

. Artritis y lesiones en las articulaciones

. Algunos tipos de cancer

. Lesiones en los huesos

. Infartos y otras enfermedades cardiacas

. Produccidn de piel nueva en quemaduras graves

. Produccion de nuevas corneas.



A la fecha, existen estudios que avalan el potencial de las células madre en su renovacién
y capacidad de diferenciacién, asi como también su capacidad de responder a sefiales
ambientales especificas y generar nuevas células madre o para seleccionar un patrén de
diferenciacién en particular. 2
Existen estudios sobre células madre obtenidas de tejidos pulpares dentales que ponen en
evidencia que éstas, pueden ser diferenciadas, cultivadas y desarrolladas in vitro para ser
trasplantadas dentro del mismo organismo del cual fueron obtenidas, primeramente,
reduciendo asi, la posibilidad de ser rechazadas y promover la regeneracion del tejido in
vivo. %

El estudio de las células madre de pulpa dental y establecimiento de metodologias de
obtencién de las mismas, manejo, aislamiento, almacenaje, cultivo e induccién a
diferenciacién, puede servir como modelo para investigaciones posteriores y el desarrollo
de nuevas tecnologias, que permitan el perfeccionamiento del proceso de diferenciacién
de células de diferentes tipos a partir de células multipotenciales en la obtencion de
mejores opciones durante los tratamientos dentales y en las diferentes areas de
odontologia.>®

Las numerosas alternativas de proveer una mejor evolucién en cirugias yfo tratamiento a
pacientes con labio y paladar hendido, con cancer en tejidos bucales, con quistes peri
orales, dentarios o maxilares, con osteoporosis o con tejidos neuronales dafiados,
disfunciones de la articulacion témpora-mandibular y demds patologias bucales,

comunmente encontradas durante la practica odontoldgica.>®



La obtencion de células madre en el tejido pulpar de dientes primarios nos abre un mundo
a la medicina del futuro ya que la medicina personalizada es la via mds prometedora para
tratar enfermedades y lesiones que pudieran ocurrir en el transcurso de la vida de nuestros
pacientes.??

Este es un estudio: Observacional, longitudinal, prospectivo y descriptivo.



CAPITULO I

EL PROBLEMA

1.1 Planteamiento del Problema

¢Sera posible obtener Células Madre a partir de Tejido pulpar de dientes primarios?

1.2  Objetivo de la Investigacion
1.2.1 Objetivo General

El objetivo de este trabajo fue desarrollar la técnica de obtencion de células madre a partir
del tejido pulpar de 84 dientes primarios en los pacientes que acudieron al Postgrado de la

Facultad de Odontologia de la UANL.

1.2.2 Objetivos Especificos

1. Disefar primers para los genesTPD52 (Gene Bank BE974098) y WNT16 (Gene Bank
AF169963).

2. Extraer RNA de cada muestra.

3. Elaborar un método para llevar a cabo la retro transcripcién.

4. Realizar una PCR para establecer la temperatura de alineacién éptima para los primers.

5. identificar los genes TPD52 y WNT16 que correspondan a células mesenquimales.



1.3 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

La investigacion de células se ha trasladado del laboratorio a pruebas humanas vy el
resultado es verdaderamente innovador, pues abre una gran posibilidad de esperanza

médica para el futuro

"Estas pruebas médicas presentan evidencia sobre cdmo las células madre dentales pueden
convertirse en una herramienta prometedora de la medicina moderna”.
En el presente estudio se desarrollé la metodologia para la obtencién de pulpas dentales
en forma estéril para su posterior cultivo en el laboratorio. Las pulpas se obtuvieron a partir
de dientes primarios de pacientes infantiles en los que esté indicada la pulpotomia y pulpas
de dientes provenientes de la primera denticidn previos a su exfoliacion.

El tejido extraido se colocd en un vial para su transporte al Laboratorio de Biologia
Molecular de esta Facultad.
Posteriormente, por medio de técnicas de extraccion de RNA, retro transcripcién, PCR
(reaccion en cadena de polimerasa) y gel de agarosa., Se caracterizo la poblaciéon celular
del tejido pulpar, para identificar las “Células Madre”, las cuales fueron cuantificadas para
cada muestra obtenida. Por otra parte, se aislaron las células madre para su posterior

cultivo y ensayo de diferentes técnicas para la obtencidn de linajes celulares.



CAPITULO Il. FUNDAMENTOS TEORICO

2.1 ANTECEDENTES
2.1.1 CONCEPTO DE CELULAS MADRE
Las células madre son las células que forman los tejidos y érganos del cuerpo tales como el
corazén, higado, cerebro y la piel.*°
Las células madre pueden diferenciarse y transformarse en tipos de células
particulares que, en condiciones controladas, pueden crecer y desarrollarse en tejidos y

drganos. Ademas, estas células pueden reparar el sistema inmunoldgico.?”
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2.1.2. APLICACION DE CELULAS MADRE

Los dientes de leche contienen generalmente células madre que se multiplican
rapidamente y pueden diferenciarse en varios tipos de células.'*

Dentro de los dientes de leche hay cuatro tipos de células:

Condrocitos: Son células que tienen la habilidad de generar cartilago, tienen una importante
funcién en el tratamiento de la artritis y lesiones en las articulaciones.

Osteoblastos: Son células que tienen la habilidad de generar hueso y reparar destrucciones
dseas por cancer o accidentes.

Adipocitos: Tienen la habilidad de reparar tejido dafiado después de un ataque cardiaco o
infarto.

Mesenquimatosas: Son las células mds potentes de todas las células dentales ya que poseen

la habilidad de desarrollarse y transformarse en un gran rango de células reparativas.*
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Los tratamientos con células madre consisten en reemplazar las células enfermas vy
disfuncionales por células saludables y funcionales. Estos son actualmente investigados por
las mejores instituciones alrededor del mundo, por lo que los tratamientos personalizados

apuntan hacia un futuro promisorio.*®



Durante la formacidn dentaria, existen interacciones entre el epitelio y las células de la
papila dental, que promueven la morfogénesis dental por la estimulacién de una
subpoblacién de células mesenquimales, para diferenciarse en odontoblastos, que forman
dentina primaria. Después de la erupcidn, los odontoblastos forman dentina secundaria en
respuesta a estimulos como erosién, abrasidn, traumatismos yfo patologias pulpares. Estos
odontoblastos se forman a través de la proliferacién y diferenciacién de una poblacion de

células, precursora que existe en el tejido pulpar, las células madre.>!

A pesar del conocimiento extenso de la formacién de los dientes durante las etapas
tempranas del desarrollo humano y de los diferentes tipos de células especializadas que
contienen, es poco lo que se sabe acerca de sus caracteristicas y propiedades en el

organismo post—natal.*®

Las células madre son generalmente, células clorogénicas capaces de auto renovarse
y diferenciarse en distintos tipos de células. Las células madre post-natales han sido
aisladas de varios tejidos, por ejemplo, de médula dsea, tejido neural, piel, retina y epitelio
dental- Recientemente, se ha identificado una fuente importante y accesible de células

madre, los dientes deciduos o de la primera denticion.?®
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Algunos autores han sugerido que las células madre provenientes de pulpas
dentales de la primera denticién, podran ser manipuladas para reparar dientes dafiados,
inducir regeneracién de hueso, tratar lesiones neuronales, incluso en el empleo de
implantes y de regeneracién tisular guiada, en cirugias de paladar hendido y una lista

interminable de posibilidades-3*

Carinos
(colmillos)

Incisivo lateral
“~lIncisive central —

Todos los dientes de leche son fuente abundante de Células Madre, solo se requiere

de un diente sano para el cultivo de las células.

21



2.1.3 DIFERENCIAS ENTRE CELULAS MADRE DE DIENTES PRIMARIOS Y

PERMANENTES:

Las células madre humanas de dientes deciduos exfoliados (conocidas como SHED)
se comportan de manera diferente que las encontradas en la pulpa de dientes
permanentes, son de vida larga, crecen rapidamente en cultivos, y con cuidados propios in
vitro llegan a tener valor potencial para inducir la formacion de dentina especializada,

hueso y hasta células neuronales.3°

Los componentes celulares de la pulpa dental son los odontoblastos, condrocitos,

adipositos, células madre de la médula dsea y células madre de la pulpa dental.l?

Diversos autores coinciden con que la poblacion de células madre indiferenciadas en la
pulpa dental tiene la capacidad para diferenciarse terminalmente a fibroblastos, adipositos,

osteocitos, condrocitos y odontoblastos.?®

El estudio de células madre pluripotenciales comenzé hace 40 afios. En el adulto, las
células madre de un tejido especifico son responsables del reemplazo de células ya

diferenciadas en el tejido, por lo que se regeneran continuamente. 26

SHED: Célula Madre Humana de dientes deciduos exfoliados.

22



2.1.4 CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS MADRE

Las células madre tienen dos caracteristicas importantes que las distinguen de otros
tipos de células. Primero, son células no especializadas que se renuevan ellas mismas por
periodos largos por division celular. La segunda, es que, bajo ciertas condiciones fisioldgicas o
experimentales, pueden inducirse a diferenciar células con funcién especifica como las células

de defensa del musculo cardiaco o las células productoras de insulina en el pancreas. °

Sin importar su origen, las células madre, tienen tres propiedades generales: son
capaces de dividirse y regenerarse por periodos de tiempo largos; pueden proliferar; v,
ademas, una poblacidn de células madre que logra proliferar en laboratorio, puede producir

millones de células. 42

Por su divisiéon asimétrica normal, las células madre no estan limitadas a cierto
numero de divisiones; parecen estar bajo un control negativo por medio de inhibicién por
contacto con otras células o suprimidas por reguladores de control negativo de su progenie
diferenciada. La progenie de células madre es afectada por un numero de factores
intrinsecos y extrinsecos que interaccionan para poder completar la via de desarrollo del

tejido en formacion.#”
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Un equipo de cientificos de Estados Unidos descubrié una fuente de células madre
en el cuerpo humano: la pulpa de dientes de la primera denticién, que podrian ser utilizadas
para reemplazar tejidos vitales, para tratar una amplia gama de afecciones que incluyen
anemias, trastornos inmunitarios, leucemias, varias enfermedades malignas, linfomas y

trastornos genéticos. 54

Existen células madre pueden dividirse en células madre embridnicas y las células
madre adultas. Las de origen embridnico, son pluripotenciales, mientras que las adultas
pueden diferenciarse en células del tejido del cual se derivan. Estas Ultimas, son
indiferenciadas, pueden renovarse y pueden diferenciarse para producir tipos diferentes de

células especializadas para mantener el tejido de donde fueron encontradas. 58

Las células madre embridnicas y adultas tienen diferencias en su uso potencial de
terapias regenerativas; asi mismo, difieren en el nimero y tipo de células en las que pueden

diferenciarse. 710

Gearhart y Pittenger, en la Universidad John Hopkins en Baltimore, Maryland, aislé
células germinales embridénicas de las células reproductivas primordiales del feto en
desarrollo. Esto ha permitido que otros investigadores demostraran el potencial

terapéutico de las células madre embrionarias.!?

24



En el 2003, Gronthos, del National Institute of Dental and Craneofacial Research, reporto
por primera vez, que los dientes de la primera denticién contienen suministros ricos en
células madre en su pulpa dental.

Este descubrimiento, demostrd, ademads, que las células madre permanecen vivas dentro

del diente por un tiempo corto después de su exfoliacién. *

Las células madre crecen rapido en cultivos y, con cuidados especiales en el
laboratorio, tienen el potencial de inducir a la formacién de dentina especializada, hueso y

células neuronales.16

En el afno 2003, descubrié células madre en los dientes primarios., Utilizando los
dientes de leche de su hija de seis afios de edad, llamaron a las células madre encontradas
en pulpa dental como SHED (Stem Cells from Human Exfoliated Deciduos teeth), pudo aislar
y reproducir estas poderosas células y preservarlas para que en un futuro se pueda utilizar

su potencial regenerativo.3®

“Con las investigaciones de células madre recientes, se demuestra que las células
postnatales de niflos pueden actuar totalmente diferente a las células madre adultas y se
debe enfatizar la inherente diferencia(53
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Se encontré que las SHED se comportan diferente a las células madre de dientes
permanentes; exhiben una habilidad para desarrollarse mucho mas rapido y en poblaciones
que doblan en numero a los cultivos de células de dientes de la segunda denticién, por lo
que se ha sugerido que las SHED pueden encontrarse en estadios mas inmaduros que las
células madre adultas?®.

Tsukamoto y Robey, cientificos de la Academia Nacional de Ciencias!’'® han
determinado que es posible encontrar células madre en 12 de cada 20 dientes deciduos de

un mismo infante.

Las implicaciones del rechazo de tejidos trasplantados son menores, cuando las lineas de
células son trasplantadas de células cultivadas del mismo individuo, debido a que los alelos
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) han sido desarrollados para el receptor
especifico del tejido, haciendo que el MHC coincida vy asi, se puede evitar que el tejido sea
rechazado. De esta manera, puede llegar a desarrollarse lineas de células universales

mediante la alteracidn de los genes de MHC.4¢
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Se afirma que podrian llegar a lograrse las metas clinicas para la reparacién de
sangre, hueso, y otros tejidos incluyendo la repoblacion hematopoyética, osteoartritis,
enfermedad de Parkinson, diabetes mellitus, lesiones de médula espinal, quemaduras,
fracturas e incluso riesgo de infarto al miocardio, mediante el desarrollo en la obtencién de
células madre. 132021

Duailibi realizé un estudio para perfeccionar los métodos para aprovechar las células
del periodo de yema del desarrollo dentario y fomentar la definicién de las poblaciones de
células progenitoras que dan lugar a estructuras dentarias. 57

Ohazama en su investigaciéon establece que las propiedades de las células
ectomesenquimatosas de responder a las sefales epiteliales orales y las de células de la
cresta neural que no contienen una pre-especificacién odontogénica inherente, asi como
su multipotencialidad, estimulan a investigar la capacidad de células no dentales cultivadas

de reemplazar células ectomesenquimatosas y contribuir a la formacién dentaria.??

MHC: Complejo Mayor de Histocompatibilidad

2.1.4 CARACTERIZACION DE CELULAS MADRE EN LA PULPA DENTAL
Utilizamos 2 genes en el presente estudio., Gen TPD52 (Gene Bank BE974098) y
WNT16(Gene Bank AF169963), se caracterizaron en esta investigacion con resultados muy

favorables, ya que los genes se expresaron.
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2.1.4.1 PAPEL DE CELULAS MADRE EN EL TEJIDO PULPAR
Durante la formacidn de los dientes, existen interacciones entre el epitelio y la papila
dental que promueven la morfogénesis por la estimulacion de células mesenquimales para
diferenciarse en odontoblastos, los cuales forman dentina primaria. Después de que
erupcionan los dientes, la dentina de reparacién se forma en respuesta a multiples causas,
traumatismos, abrasién, oclusidn, caries, etc. 24
Las células madre post—natales han sido aisladas de diferentes tejidos, como la médula
Osea, tejido nervioso, piel, retina y epitelio dental. Se han identificado poblaciones de
células madre post—natales en la pulpa humana dental de adultos que son denominadas por
Gronthos como DPSCs. La caracteristica mas notable de las DPSCs es su habilidad para
regenerar un complejo pulpa-dentina que es compuesto de matriz mineralizada con
tubulos en cuyo interior poseen odontoblastos, y tejido fibroso con vasos sanguineos en

una disposicion similar al complejo pulpa-dentina encontrada en dienteshumanos.3®

DPSCs: Células madre postnatales en pulpa humana dental de adultos.

Las DPSCs no han sido estudiadas extensamente en términos de sus propiedades.
Gronthos, Brahim et al., 18, demostraron que las DPSCs, representan una poblaciéon de
células madre adultas originales, que poseen las propiedades de un alto potencial de
diferenciacién, capacidad de auto-renovacion y de diferenciacién multi-linaje, después de

un trasplante in vivo.
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Tedricamente, las DPSCs son capaces de responder a sefiales ambientales
especificas y también para generar nuevas células madre o para seleccionar un programa
de diferenciacidn en particular. Las observaciones de estos autores, sugiere que las DPSCs
trasplantadas no sélo compromete al linaje odontobldstico sino también reside en el tejido

conectivo pulpar como células fibroblasticas hasta 5 meses después del transplante.?’

2.1.4.2 DIFERENTES USOS DE CELULAS MADRE

Ya se cred tejido dseo con células madre dentales y por otra parte el implante de células
madre en el corazén mejora el estado de pacientes infartados: Las células mesenquimales
(las mismas que las células dentales) se obtienen de la médula 6sea del enfermo y del
hospital se envian a la sala blanca del Instituto de Biologia y Genética Molecular. Es en

esta sala donde permanecen tres o cuatro semanas para la produccién celular.®

Tras la fase de multiplicacidn, las células mesenquimales se mandan de nuevo al clinico

para ser administradas al paciente.

En primer lugar, se desarrolla un proceso electromecanico que sirve para conocer las zonas
gue estan vivas, pero no se mueven, lo que permite identificar la zona concreta donde

finalmente se administraran las células mesenquimales multiplicadas.

Un estudio publicado por la revista Journal of the American Medical Association sefiala
gue un grupo de voluntarios con diabetes tipo 1 se sometid a un trasplante de células

madre y sobrevivid sin necesidad de insulina durante mas de tres afios.
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Al mismo tiempo, todos esos pacientes mantuvieron niveles saludables de glicemiay
péptidos C, indicé el andlisis realizado en la Escuela de Medicina de la Universidad

Northwestern de Chicago.

Segun el informe sobre el estudio realizado en la Escuela de Medicina de la Universidad
Northwestern, de los 23 pacientes de entre 13 y 31 afios que participaron en el estudio,
20 no necesitaron insulina durante una media de 31 meses.

Cuba se incluye entre los primeros paises en aplicar las células madre en pacientes con

enfermedades periodontales (de las encias) con resultados favorables.

Hasta el momento la inyeccidn de células madre a nivel de la encia, se ejecuta mediante
un tratamiento estomatoldgico, en el cual se prepara la zona y aplican las células madre,
previamente obtenidas del paciente, que por ser del propio organismo no conlleva a
riesgos adicionales y en ninguno de los casos se han presentado manifestaciones

secundarias.

Ademas de tratar y mejorar el mal de Parkinson, la diabetes y algunos tipos de artritis, en
el ultimo ano ha demostrado su efectividad en el tratamiento de pacientes con

enfermedades neurodegenerativas como el mal de Alzheimer.*®

El médico Golding, ha desarrollado la terapia de células madre medulares. Asegura que
en 90% de pacientes afectados con Alzheimer, que se someten a |la terapia de células

madre de origen medular, logran revertir algunos efectos de esta enfermedad, como la
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desmemoria y la pérdida de la nocién de tiempo, espacio y personas.

Sanchez Golding asegura que “no existen efectos secundarios por que las
células madre provienen del mismo paciente”. Afade, ademas, que los
efectos de la nueva terapia celular duran entre uno y dos afios, pero que “solo

en ocasiones” es necesario aplicarse de nuevo el tratamiento celular.'?

Células madre, conocidas como Stem Cells.
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CAPITULO Ill: MATERIALES Y METODOS

La técnica de obtencion de células madre, se logra desarrollar, partir de tejido pulpar de
dientes primarios en los nifios que acudieron al Posgrado de Odontopediatria de la
Facultad de Odontologia de la U.A.N.L, ademds que se aislé pulpa de dientes primarios

en forma ascéptica.

3.1 Universo de Estudio

3.1.1 Poblacién
Se revisaron 84 pulpas de dientes infantiles, de nifios de ambos géneros que acudieron

al Posgrado de Infantil de la Facultad de Odontologia de la U.A.N.L.
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3. 1.2 Criterios de Inclusiéon

Los criterios de inclusion fueron dientes primarios de nifios que asistieron al

Posgrado de Odontopediatria de la U.A.N.L., dientes primarios anteriores y posteriores en

los que estuvo indicada pulpotomia., tejido pulpar obtenido de dientes deciduos préximos
a exfoliarse con extraccion indicada y tejido pulpar que hayan cumplido con los

lineamientos de obtencion de la muestra.

3.1.3 Criterios de Exclusion

Se excluyeron de este estudio los tejidos pulpares contaminados o que no
cumplieron con los criterios de manejo y almacenaje.
Los tejidos pulpares cuyo periodo de almacenaje se extienda mas de 2 dias 'y
Los tejidos pulpares que no cumplan con la cantidad minima requerida de 1mm cubico.

Muestras en proceso de identificacién contaminadas.

3.2 VARIABLES INCLUIDAS EN EL ESTUDIO

3.2.1 Variables Dependientes:

Odontoblastos
Fibroblastos

Células madre
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Células de defensa (macrdfagos, mastocitos, plasmocitos)
Vasos sanguineos y elementos celulares (neutrofilos, eosindfilos, linfocitos, baséfilos,

monocitos).

3.2.2 Variables Independientes:

Edad del paciente
Tejido pulpar de dientes permanentes
Tejido pulpar necrético

Tipo de obtencién de muestra

3.3RECOLECION Y PROCESAMIENTO DE LAS PULPAS

Presencia y ausencia de microorganismos con turbidez del medio e indicadores quimicos
propios del medio.

Con la extraccién de RNA, retrotranscripcion y una PCR (reaccion en cadena de
polimerasa se establecieron las temperaturas de alineacién éptima para los primers con

la muestra para los genes TPD52 (Gene Bank BE974098) y WNT16 (Gene Bank AF169963)
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(Gene Bank AF169963) y se esperé observar bandas que confirmaran, gracias
al gel de agarosa al 1%, la presencia de células madre en la pulpa de dientes

primarios, dando como resultado la presencia de células madre.

3.4. TAMANO DE MUESTRA

Se determind el tamafio de la muestra usando el programa STATS v.1.1
calculando un universo por afio de 84 dientes, con una probabilidad de
aislamiento de 60%, error maximo aceptable del 10% y un nivel de confianza del
95%

Tamaino muestral: 84 tejidos pulpares.

3.5. ETICA DEL ESTUDIO

El presente estudio, toma en cuenta los requisitos citados en el Cddigo de
Helsinki establecido durante la Asamblea de la Asociacion Médica Mundial

aprobado en 1964 en Helsinki, Finlandia y los de la Norma Oficial Mexicana.

3.6. Norma 013

NOM-013-SSA2-1994 Enfermedades Bucales
NORMA Oficial Mexicana NOM-013-SSA2-1994, Para la prevenciony control

de enfermedades bucales.
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Las actividades de este trabajo incluyen el trabajo clinico y el de laboratorio:

3.7. Actividades Clinicas:

Todos los pacientes seleccionados de acuerdo a las variables y criterios
pre—establecidos inicialmente, fueron evaluados con un examen radiografico del
diente del cual se obtuvo tejido pulpar y se procedié a hacer la pulpotomia o
exodoncia, cuidando los siguientes parametros clinicos:

+ Previa esterilizacion del instrumental.

+ Se obtuvo la muestra a través de pulpotomia:

+ Se realizé aislamiento absoluto del diente a tratar con dique de goma, retirar
con fresa de bola #6 la caries sin llegar a comunicar con la cdmara pulpar.

+ Se Irrigd con solucidn salina estéril el diente y la cavidad y realizé aspiracion;
colocé clorhexidina al 0.2% en las paredes de la cavidad y alrededor de la pieza
dental, se cambid la fresa estéril a una de bola #2 estéril y realizé la comunicacion
con la pulpa, irrigando Unicamente con solucidn salina estéril.

+ Con cucharilla de dentina Hu Friedy estéril se procedid a la extraccion de la
pulpa cameral evitando contaminar la muestra y depositarla en el medio MEA
Eagle para su transporte al laboratorio en un vial para células, de vidrio tipo PCR
con una proporciéon de

1:40 del medio DMEM o PERCOLL y llevadas el laboratorio de Microbiologia de

la U.A.N.L en el momento de la obtencidn.
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+ Para dientes deciduos en que estuvo indicada la extraccién:

Se preparod el paciente, con su respectiva esterilizacion del instrumental, en una
autoclave a una temperatura de 160 grados durante 45 minutos y en bolsas para
instrumental estéril a vapor por presion (calor humedo).

Se retird la pulpa dental remanente, una vez extraido el diente, con una
cucharilla de dentina Hu Friedy estéril evitando su contaminacion con el medio
bucal.

Se colocé la muestra en un vial con medio MEA Eagle para su transporte al laboratorio.

3.8. ACTIVIDADES DE LABORATORIO

Disefio de Primers para los genesTPD52 (Gene Bank BE974098) y WNT16

(Gene Bank AF169963).
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Nombre Primer Secuencia 5’-3’ No. Bases

9963L 5" GCTCCTGTGCTGTGAAAACA 20
3'

9963R 5'TGCATTCTCTGCCTTGTGTC 3’ 20

TPD52L 5" GCTGAGAACAGACCCAGTCC 20
3'

TPD52R 5" TCACAGGCTCTCCTGTGTCTT 21
3/

1.- Se coloco 175 pl de RNA Lysis Buffer (+ BEM) en un tubo

esterilizado 2.- Se extrajo la muestra del buffer y se colocd

dentro del bufer de lisis.

3.- Se mezclo por inversidn, asi mismo, se utilizé un pistilo automatico
previamente esterilizado para asegurar una lisis completa de la muestra.

4.- Se agrego 350 ul de RNA Dilution Buffer (RDA) y se mezclé por inversién de
3 a4 veces. 5.- Los tubos fueron centrifugados por 10 minutos. El
sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo.

6.— 200 pl de etanol 95% fueron agregados al sobrenadante y se mezclé por
pipeteo. 7.-La mezcla fue transferida a una canastilla de centrifugacion y se

ensambld en un tubo nuevo. Se centrifugd por 1 minuto. El eluido fue
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descartado.

8.— Se agregd 600 pl de RNA Wash Solution (+ etanol) y fue centrifugada

nuevamente por 1 minuto. El eluido fue descartado.

9.-Se preparo una mezcla de incubacién de DNAsa utilizando la siguiente tabla:

Yellow Core 40 pl 10 400 pl
Buffer

MnCl; 0.09M 5ul 10 50 ul
DNase | 5ul 10 50ul

(Se mezclé de manera gentil (pipeta), no se utilizé vortex)

10.- Se agregd 50 pl de la mezcla a la membrana y se incubd a temperatura
ambiente por 15 minutos.

11.- Se agrego 200 ul de DNasa Stop Solution (+ etanol) y fue centrifugado por
1 minuto. 12.- Se agregd 600 ul de RNA Wash Solution, se centrifugd por 1
minuto y se descarto el eluido.

13.- Se agregaron 250 pl de RNA Wash Solution, se centrifugd por 2 minutos y la
canastilla fue transferida a un nuevo tubo (tubo de elusién)

14.- Se agregaron 100 pl de agua libre de nucleasas a la membrana; se

centrifugd por 1 minuto para eluir el RNA y se guardaron a una temperatura
40



de-20°C.

*Centrifugacion: 12,000 (Z 14,000 * g (a temperatura ambiente)
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3.9.2 Retrotranscripcion

Para llevar a cabo la retrotranscripcion se utilizé el kit AccessQuick ™RT-PCR System de

PROMEGA, utilizando para esto el protocolo provisto dentro del kit; se realizé de la siguiente manera:

1. Para cada muestra en un tubo estéril libre de nucleasas se agrego lo siguiente:

AccessQuick™ Ml aster 25721 1X
Mix, 2X

Upstream Primer, 50 M 17| 1M
Downstream Primer, 171 1M
50/%:M

RNA molde 571 -
Agua libre de nucleasas 187l -

Se mezclé gentilmente con vortex y posteriormente se agregd 1plu SW AMV RW Reverse

Transcriptase, se mezcld nuevamente y se procedio a la retrotranscripcion.
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RT- Desnaturalizacion Alineamiento  Elongacion Terminacion

PCR
Tiempo 40min  45s 45s 30s 5min
Temperatura 40° 94° 58° 72° 72°

Bl 30x

Para esto se utilizé un termociclador Eppendorf Epgradient 8691 con el

siguiente programa:

Al término de la retro transcripcién se corrié un gel de agarosa 1% para la visualizacion de las
bandas, juntamente con las muestras, un marcador de peso molecular fue afadido al gel.

El resultado fueron bandas un poco difusas, por lo que se procedid a realizar

una PCR tomando como molde las cadenas resultantes de la retro

transcripcion.
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3.9.3 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Se realizé primero una PCR con una sola de las muestras para establecer la
temperatura de alineacién éptima para los primers con la muestra, utilizando

un gradiente de temperatura desde 52°C hasta 64°C con variacion de 1°C entre

cada tubo (12 tubos).
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La PCR se realizé de la siguiente manera:

En un tubo estéril libre de nucleasas se agregd lo siguiente para cada muestra:

5X Colorless GoTaq® Flexi Buffer
MgCl; Solution, 25mM

Upstrearm Primer, 507 M
Downstream Primer, 507 M
GoTag®DNAPolymerase(5u/r))
DNA molde

Agua libre de nucleasas

57|

2.5f

0.5%

0.5%

0.257

271

14257

45

1X

2.5mM

1zM

1zM



Se mezcloé gentilmente en vortex y se procedié a utilizar el siguiente programa en el

termociclador:

-“ Desnaturalizacié Alineamient EIongacm Terminacié

Tiempo 2min 5min
Temperatur 94° 94° 52° -64° 72° 72°
a
& 30x &

Al término del programa se corrieron las muestras en un gel de agarosa 1% durante 45
minutos y se observd la intensidad de las bandas.

Se establecié que la temperatura dptima de alineacidn para los primers es de 58°C

Se realizé una PCR con todas las muestras utilizando las mismas condiciones y con
temperatura de alineacion de 58°C. Al término se transfirieron alicuotas de 2 [l a

un gel de agarosa 1%y se corrié durante 45 minutos en la cdmara de electroforesis.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

En el presente trabajo se demostrd la presencia de células madre, a partir de pulpasde
dientes deciduos.

Lo cual confirma que los dientes primarios son ricos en células altamente capaces de
regenerar sus propios tejidos ante una agresion fisica, siempre y cuando ésta no esté
relacionada con aspectos infecciosos.

Se observaron las bandas revelando en un trans iluminador con ldmpara de UV. El buffer
de carga de las muestras contiene el revelador SYBR.

En los primers disefiados para los genes TPD52 (Gene Bank BE974098) y WNT16 (Gene
Bank AF169963), se observaron las bandas que confirmaban la presencia de células madre
en la pulpa de dientes primarios., Validando esta investigacién como un éxito.

En los carriles 1 muestra el marcador de talla molecular (abierto). Y en los carriles 2,3,4,5
y 6 muestran una banda que identifican los genes TPD52 y WNT16 que corresponden a

células mesenquimales.
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En carril 7 corresponde a una sefial de control negativo.

Se muestran los marcadores con sus tallas moleculares

1 2 34'5 6'7
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CAPITULO V: DISCUSION

En nuestros resultados se pudo apreciar la presencia de los genes TPD52 (tamafio) y
WNT16 (No amplifica), bajo las condiciones del experimento de PCR, al igual que se pudo
demostrar en el trabajo realizado por Takeda y colaboradores en el afio 2006 donde
utilizando una técnica similar a la nuestra identificaron los mismos genes de TPD52 y
WNT16, que a diferencia de nuestro estudio, ellos realizaron sus experimentos a partir de
células de pulpa que fueron cultivadas y luego purificadas para probar identificar con PCR
En nuestro estudio, logramos identificar los mismos genes evitando el paso del cultivo
celular, lo cual hace mas rapida la identificacidn de los genes sin realizar otro experimento.
Otra diferencia del estudio es que nosotros identificamos estos genes de pulpas de nifios
de 3 a 7afios, ellos aplicaron este mismo sistema con dientes de raton.

Ademas, el cultivo celular puede en un determinado momento modificar la expresidn de
ciertos genes sobre todo el WNT16 ya que éste responde a moléculas de seiales que
corresponden a diferentes grados de desarrollo (Nusse and Var4mus1982, Wodarznuse
1998) y que también fue demostrado por otros reportes como los de Jarvinen (jarinen et

al, 2006).
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En contraste al igual que en el estudio de Lewis en el 2007, la expresién del gen TPD52
disminuyo a medida que las células envejecieron debido a que en RNAm deja de recibir
sefiales del DNA de las células, ya que, en nuestro estudio, no se cultivaron las células, éste
no se manifiesta en nuestros resultados. (Lewis etal.2007) ya que estas moléculas se
suprimen al no necesitar diferenciarse yfo proliferarse.

A diferencia de M. Atari., J. Caballé-Serrano, Que, en el 2012, publicaron la separacion e
identificacion de células mesenquimales para cultivo de hueso, nosotros hemos podido
aislar e identificar células madre de manera inmediata y no después de hacer cultivos
celulares a partir de pulpas con fines de regeneracion de hueso, en las cuales,
directamente realizamos la identificacion utilizando la primera generacion de

mesenquimales.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

En relacién con las observaciones realizadas concluimos que:

1. Se acepta la hipdtesis planteada, que sugiere que es posible obtener Células
Madre a partir de Tejido pulpar de dientes primarios, con toda una serie de pasos

Minuciosos y estrictos.

2. Existe una cercana asociacion entre primers para los genesTPD52 (Gene Bank
BE974098) y WNT16 (Gene Bank AF169963), Gracias la ayuda de geles de agarosa,
a una temperatura ideal de 58 grados centigrados y a la cdmara de electroforesis

gue codificaron las células mesenquimales.

3. Se encontré mayor marcador de talla molecular en el carril 1 (abierto). A

diferencia de carriles 2,3,4,5 y 6 que mostraron bandas que identificaron los genes

TPD52 y WNT16.

4. Lascélulas mesenquimales, no fueron presentes en el carril 7, mostrando

una senal de control negativo.
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5. Al extraer RNA de cada muestra se concluye el material genético de las células
mesenquimales que fueron especificos logrando asi una sefal positiva paralos

iniciadores. (primers).

6. Las Células Madre pueden ser detectadas de manera sensible a través de PCR
tiempo real, con indicadores y temperatura ideal a 58 grados centigrados., Para

los genes TPD52 (Gene Bank BE974098) y WNT16 (Gene Bank AF169963).

7. Utilizando este método, es posible obtener informacion sobre lacantidady calidad
de la presencia de Células Madre, lo cual confirma que los dientes primarios son
ricos en células altamente capaces de regenerar sus propios tejidos ante una
agresion fisica, siempre y cuando, ésta no esté relacionada con aspectos

infecciosos.

8. Se observaron las bandas que confirmaban la presencia de células madre en lapulpa
de dientes primarios., Validando esta investigacion como un éxito.
Las células de estos dientes pueden ser preservadas para un futuro uso

médico actuando como un seguro biolégico para su familia.

9. Con los avances tecnoldgicos podemos concluir que el aislamiento de una célula
mesenquimal resulta ser mas complicado cuando se encuentra con otras célulasque
cuando se encuentra de manera aislada, ya que se ha comprobado que es dificil

conservar las caracteristicas originales.
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