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RESUMEN

Introduccion: En la pulpa dental, existen celulas precursoras capaces de realizar
divisiones asimétricas y diferenciarse en distintos linajes celulares, como por ejemplo:
osteoblastos, condroblastos o adipocitos. Estas células reciben el nombre de células ma-
dres mesenquimales 0 “mesenchymal stem cells”, las cuales son las protagonistas de nu-
merosos estudios alrededor del mundo debido a su multipotencialidad terapéutica en dis-
tintas areas de la medicina o de la odontologia. Objetivo: Caracterizar mediante estudios
inmunoldgicos in situ las células madres mesenquimales de pulpa dental obtenida de ter-
ceros molares en laboratorio de histologia y analizar protocolos descritos de estudios in
vitro. Materiales y métodos: Se realizo el estudio en dos fases. Para el estudio in situ se
realizan cortes histoldgicos, segun protocolo, de terceros molares incluidos extraidos en
la clinica UDD. Los cortes, luego de procesarlos, fueron sometidos a tinciones de hema-
toxilina y eosina. Posteriormente fueron sometidos a técnicas de inmunohistoquimica para
detectar la inmunoreactividad del marcador especifico CD73, para asi visualizar y locali-
zar células madres mesenquimales. Para el estudio in vitro se revisaron protocolos de cul-
tivo en publicaciones de 10 afios de antigliedad en cuatro bases de datos (Pubmed, Web
of science, EBSCOhost, Cochrane). Resultados: En el analisis histolégico con la tincion
hematoxilina-eosina se evidencia que el protocolo utilizado permite obtener la correcta
arquitectura del complejo dentino-pulpar, por otro lado, mediante inmunohistoquimica, se
logré identificar y localizar las células mesenquimales preferentemente en la region rica
en células de la pulpa mediante el anticuerpo CD73 en las diluciones 1:100 y 1:75, utili-
zando microscopia en campo claro y fluorescencia. En la revision narrativa, de 70 publi-
caciones, se reduce el numero de estudios a 9, siendo éstos los que mostraban mejores
resultados en sus cultivos primarios y en experimentos de diferenciacion. Conclusion: Es
posible obtener cortes histoldgicos y caracterizar mediante estudios inmunolégicos in situ

las células madres mesenquimales de pulpa dental obtenida de terceros molares y se logro



seleccionar los protocolos in vitro mas utilizados y con mejores resultados para la obten-
cién de cultivos primarios y su diferenciacion en linaje 6seo y cartilaginoso. Las células
madres mesenquimales de pulpa dentaria son una importante alternativa promisoria para
aplicaciones en ingenieria de tejidos orientada a la regeneracion en medicina y odontolo-
gia. Por lo que seria de gran relevancia, en estudios posteriores, lograr cultivar y diferen-
ciar estas células, debido a su prometedora aplicacion en el area de la odontologia.



INTRODUCCION

El diente esta formado por distintos tejidos, dentro de los cuales se encuentra la pulpa, que
corresponde a un tejido conjuntivo laxo altamente vascularizado e inervado. La pulpa es
fundamental en la formacion del diente durante la odontogénesis y ademas es un tejido
fundamental para el mantenimiento, defensa y vitalidad dentaria en la vida postnatal
(Evans & Kaufman, 1981, citado en Das, Bonaguidi, Muro & Kessler, 2008). En el tejido
pulpar se encuentran diversos tipos celulares, como los odontoblastos que forman dentina,
fibroblasto que sintetizan la matriz extracelular de la pulpa, células inmunoldgicas y ce-
lulas madres mesenquimales 0 “mesenchymal stem cells” (Murray, Smith, Garcia-Godoy,
& Lumley, 2008, citado en Brizuela, Galleguillos, Carrion, Cabrera, Luz, & Inostroza,

2013).

En relacion con las células mesenquimales en la cavidad oral, los antecedentes bibliogra-
ficos destacan su presencia en pulpa dental y en ligamento periodontal por su importancia
y relevancia en futuros tratamientos para regenerar tejidos dentarios. Por otro lado, se ha
descrito su importancia en definir protocolos de cultivo primario y asi promover su dife-
renciacion a otros tejidos de origen mesodérmico (Yao, Pan, Prpic, & Wise, 2008, citado

en Brizuela, Galleguillos, Carrién, Cabrera, Luz, & Inostroza, 2013).

En la actualidad existen diversos estudios in vitro de células madres mesenquimales pul-
pares, los datos bibliograficos muestran variaciones en la obtencion, en el protocolo del
cultivo primario, tipos de medios de cultivos utilizados, factores que promueven la dife-

renciacion, entre otros. Es por ello, que uno de los objetivos de este estudio es realizar un



analisis sistematico de los protocolos publicados hasta la fecha y seleccionar los que mues-
tran mejores resultados con la finalidad de poder definir los protocolos més citados y efi-

cientes en el cultivo primario y en la diferenciacion de estas células precursoras.

En relacién a los estudios in situ, actualmente no existen trabajos donde identifiquen cla-
ramente y localicen las células mesenquimales madres pulpares en terceros molares in-
cluidos, resultado de gran importancia ya que permitiria relacionar y validar la presencia
de las células madres mesenquimales en los cultivos de pulpa dentaria descritos en litera-

tura.

Uno de los aspectos mas complejos en la obtencién de cortes histolégicos pulpares es
mantener la integridad de los tejidos. Es por ello, que uno de los objetivos es poder estan-
darizar un protocolo de descalcificacion que permita obtener cortes histoldgicos 6ptimos
para asi determinar la presencia de células madres mesenquimales utilizando la técnica de

inmunohistoquimica.

De acuerdo a la importancia de determinar y localizar las células madres mesenquimales
en pulpa in situ y dado que no se encontraron datos bibliograficos sobre estudios de células
madres mesenquimales pulpares en cortes histologicos en terceros molares incluidos, el
objetivo de la presente investigacion es caracterizar mediante estudios inmunolégicos in
situ las células madres mesenquimales de pulpa dental obtenida de terceros molares en
laboratorio de histologia y realizar un andlisis sistematico de los protocolos de cultivo y

diferenciacion.



MARCO TEORICO

En el tejido pulpar se encuentran diversos tipos celulares, como los odontoblastos que
forman dentina, fibroblasto que sintetizan la matriz extracelular de la pulpa, células inmu-
noldgicas y células madres mesenquimales 0 “mesenchymal stem cells”. (Murray, Smith,
Garcia-Godoy, & Lumley, 2008, citado en Brizuela, Galleguillos, Carrion, Cabrera, Luz,

& Inostroza, 2013).

Una célula madre mesenquimal es capaz de dividirse indefinidamente y diferenciarse en
distintos tipos de células especializadas, no s6lo morfoldgicamente sino también de forma
funcional. Atendiendo a su origen, se clasifican en embrionarias y adultas, en tanto que
de acuerdo a su potencial y capacidad de diferenciacion se clasifican en: totipotenciales,
pluripotenciales, multipotenciales y unipotenciales (Mata-Miranda, Véazquez-Zapién
& Virginia Sanchez-Monroy, 2013).

Alexis Carrel fue un cirujano innovador y premio Nobel, que realiz6 experimentos con
trasplante y reparacién de érganos, llevando avances al campo de la cirugia y cultivos
celulares en 1912 (Mata-Miranda, Vazquez-Zapién & Virginia Sdnchez-Monroy, 2013).
En los Gltimos afios se ha producido un gran avance en la rama de las ciencias médicas,
denominada medicina regenerativa, cuyo objetivo vanguardista es estimular o regenerar
células, tejidos u érganos para restaurar o restablecer una funcion normal, perdida princi-
palmente por fendmenos patoldgicos o degenerativos. (Hernandez, Martinez & Cruz,

2007). El sistema estomatognatico no esta ausente de esos fendmenos; por el contrario, al
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estar expuesto al medio externo, en condiciones desfavorables, los tejidos bucales son
blanco facil de numerosas enfermedades. Frente a este panorama, se han realizado diver-
sos estudios sobre el uso de células madres mesenquimales en tejidos dentarios (Hernan-

dez, Martinez & Cruz, 2007).

Por otro lado, ya esté establecido que cuando una célula madre mesenquimal se divide se
obtiene una célula con el mismo potencial precursor y la otra célula va a seguir una via de
diferenciacion determinada por el medio externo y las necesidades del tejido. Este proceso
es conocido como division asimétrica, que es caracteristico de todas las células madres

mesenguimales in vivo. (Carcamo-Orive & Trigueros, 2008)

Finalmente se diferenciara en otro tipo celular con una funcion especializada como por
ejemplo una célula muscular, 6sea, un eritrocito o una célula cardiaca (Texas Heart Insti-

tude, 2013).

Segun los antecedentes bibliograficos las células madres mesenquimales se han clasifican
segun su origen, su potencial de diferenciacion y segun el tejido donde se adquieren su

potencial precursor.

1. Segln su origen

- Células madres mesenguimales embrionarias: Derivan del embrion de los mamiferos en
su etapa de blastocito, por lo que desde el primer momento de su manipulacion y destino
han enfrentado una fuerte oposicion en diferentes paises, basada principalmente en aspec-

tos éticos, religiosos y politicos (Dager, Salas, Pérez, Cosme & Pérez, 2014).
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- Células madres mesenquimales adultas o posnatales: Estas células poseen ventajas sobre
las células madres mesenquimales embrionarias, su manejo es mas simple, pueden ser
autologas v, por lo que no causan trastornos inmunolégicos, tampoco habria por lo tanto
limitaciones éticas o legales. Ademas, no se ha comprobado que puedan producir cancer,
lo que contrasta con las de las células madres mesenquimales embrionarias; cuya obten-
cion y expansion es mas compleja, al ser alogénicas inducen una respuesta inmunitaria y
en estudios experimentales causan tumores en animales de experimentacion (Dager &

cols., 2014).

2. Segun su potencial de diferenciacion:

- Totipotenciales: Son las capaces de originar desde un embrién hasta un individuo com-

pleto.

- Pluripotenciales: Pueden generar células de solo una de las tres capas germinativas: ec-

todermo, mesodermo y endodermo.

- Multipotenciales: Al igual que las anteriores, tienen capacidad para desarrollar un con-

junto de tipos de celulares, pero mucho mas reducido.
- Unipotenciales: Se diferencian en un tnico tipo celular.

(Dager & cols., 2014)
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3. Segun el tejido donde se adquieren su potencial precursor.

Es importante entender el concepto de nichos, mencionado por Scofield (1978), ya que se
trata de los elementos que rodean a las células madres mesenquimales cuando se encuen-
tran en su estado nativo, incluidas las no troncales que puedan estar en contacto directo
con ellas, asi como también componentes de la matriz extracelular y las moléculas solu-
bles que se hallan localmente cercanas. Se han descrito nichos en las siguientes localiza-
ciones: médula dsea, piel, tejido adiposo, cordén umbilical, foliculo piloso, intestinos, sis-
tema nervioso central llamada nicho neurogénico (Pastor & cols., 2013) y en el Gltimo
tiempo se han identificado nichos en la pulpa dental (Romero, Cérdoba, Martinez, Gutié-

rrez, Durdn & Munévar, 2014).

Estudios recientes han demostrado que las células madres mesenquimales de la cavidad
oral poseen un potencial de multidiferenciacion y, por lo tanto, pertenecen al grupo de las
células madres mesenquimales adultas multipotenciales, esto se relaciona con estudios de
diferenciacion donde han obtenido células con linaje osteogénico, adipogénico y neuro-

génico (Dager & cols., 2014).

Por otro lado, en los Gltimos afios las investigaciones basadas en la caracterizacién y di-

ferenciacion de células madres mesenquimales de origen dentario han identificado 4 ni-

chos de estas células madres en la cavidad bucal: (Gonzéalez, Font & de Nova, 2011).

- Células madres mesenquimales en pulpa de dientes temporales.

12



- Células madres mesenquimales en pulpa de dientes permanentes.
- Celulas madres mesenquimales presentes en espacios periodontales.

- Células madres mesenquimales de la mucosa bucal.

En relacion con los antecedentes bibliograficos basados en el estudio de estas células ma-
dres mesenquimales, se puede destacar a continuacion algunos de ellos, sin embargo, falta
informacidn sobre el protocolo ideal de cultivo primario, y de las condiciones de cultivo
para diferenciar las células en los linajes deseados. En relacion con estudios en cortes
histoldgicos hasta la fecha no existen trabajos donde identifiquen y localicen estas células

madres mesenquimales.

Células madres mesenquimales de dientes temporales exfoliados (Stem Cells from

Human Exfoliated Deciduous teeth (SHED)).

Se aislan células de la pulpa remanente de los dientes deciduos exfoliados las que se de-
nominan SHED. Los diversos estudios revelan que ésta, contiene una poblacion de células
madres mesenquimales diferentes a las aisladas de la pulpa dental de dientes permanentes
(DPSC).

Conservadas, las SHED se consideran una importante fuente de células madres mesenqui-
males de facil obtencion. Los dientes deciduos y los permanentes tienen importantes di-

ferencias en cuanto a su funcién, proceso de desarrollo y estructura tisular, y al comparar
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las SHED con las DPSC, se encontré una mayor velocidad de proliferacion y una mayor
capacidad de especializacion. Un revelador ejemplo es el de la existencia, hasta ahora
ignorada, de células epiteliales en la pulpa de estos dientes (Eceizabarrena, Garcia & Gon-

zélez, 2014).

También se ha probado el potencial de las SHED para diferenciarse en células angiogéni-
cas, cuya capacidad de induccion se considera fundamental para cualquier tipo de regene-
racion con tejido conjuntivo. Es necesario el factor de crecimiento vascular endotelial

(VEGF) para que las SHED se diferencien hacia células endoteliales (Gronthos, 2000).

En cuanto a la capacidad osteoinductora, se ha comprobado, en ratones, que las SHED
pueden reparar defectos de formacion dsea. Asi, los dientes deciduos no sélo favorecerian
la guia eruptiva de los dientes permanentes, también pueden estar involucrados en la in-

duccidn 6sea durante la erupcion del permanente (Gronthos, 2000).

Células madres mesenquimales de la pulpa (Dental Pulp Stem Cells (DPSC)).

Fueron las primeras células madres mesenquimales dentarias que se aislaron (Gronthos,
2000). Por analogia con las células madres mesenquimales de la médula 6sea, se considero
gue habia una comunidad de células multipotenciales en el tejido pulpar de dientes madu-
ros. En estudios posteriores, se las empezé a relacionar con caracteristicas endoteliales y
vasculares, pero no ha sido hasta afios después cuando se aislaron, determinando algunas

de sus caracteristicas.
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Gonzalez (2011) en su investigacion destaca que el origen y localizacion exacta de estas
células sigue siendo incierto. La produccion de DPSC es muy pequefia (1 por 100 de todas
las células) y segun aumenta la edad del individuo, la disponibilidad de DPSC se ve redu-
cida. Para su uso terapéutico ha de tenerse en cuenta su interaccion con biomateriales. Las
células madres mesenquimales de la pulpa dental (DPSCs) han demostrado que poseen
maultiples ventajas al respecto, ademas el acceso al lugar donde se encuentran estas células
es facil y de escasa morbilidad, su extraccion es altamente eficiente, tienen una gran ca-
pacidad de diferenciacion, y su demostrada interaccion con biomateriales las hace ideales
para la regeneracion tisular.

La capacidad de diferenciacién de las DPSC quedd demostrada en estudios experimenta-
les en ratas, donde se pudo observar su potencial terapéutico para la reparacion de un
infarto de miocardio inducido tras ligadura de las arterias coronarias. Siete dias después,
estas DPSC fueron inyectadas intramiocardicamente en los animales y a las 4 semanas,
las ratas sometidas a este tratamiento celular mostraron una mejora en su funcién cardiaca

(Gandia, Armifian, Garcia-Verdugo, Lledd, Ruiz & Mifiana, 2008).

Células madres mesenquimales del ligamento periodontal (Periodontal Ligament

Stem Cells (PDLSCQ)).

El ligamento periodontal tiene poblaciones de células que pueden diferenciarse tanto en
cementoblastos como en osteoblastos. La presencia de maltiples tipos de células en el

periodonto sugiere que este tejido contiene células madres mesenquimales llamadas

15
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PDLSC que mantienen la homeostasis y la regeneracion del tejido periodontal. Los anali-
sis in vivo con PDLSC realizados en ratones inmunocomprometidos, sugirieron la partici-
pacion de estas células en la regeneracion de hueso alveolar al propiciar la formacion de
una fina capa de tejido muy similar al cemento que, ademas de contar entre sus compo-
nentes con fibras colagenas, se asociaron intimamente al hueso alveolar préximo al
periodonto regenerado (Gonzéalez, 2011).

Las fibras coladgenas generadas in vivo en humanos, fueron capaces de unirse con la nueva
estructura formada de cemento, imitando asi la union fisioldgica de las fibras de Sharpey.
De estos estudios y analisis se podria decir que las PDLSC podrian contener un subgrupo
de células madres mesenquimales capaces de diferenciarse hacia cementoblastos, asi
como hacia células formadoras de colageno (Gonzalez, 2011).

Para poder cultivar las células madres mesenquimales se deben conocer ciertos aspectos,
como, por ejemplo; fenotipo en placas de cultivo, los marcadores inmunoldgicos o anti-
cuerpos que reconozcan proteinas especificas del tipo célular en estudio, de esta forma es
posible observar y evidenciar la presencia de células madres mesenquimales en cortes
histoldgicos y en cultivos primarios, mediante las técnicas de inmunohistoquimica e in-

munocitoquimica (Dominici & cols., 2006).

Se han definido tres criterios, segun Dominici & cols. (2006), para establecer a una célula

como una célula madre mesenquimal:

1) Adherencia al plastico de la placa de cultivo
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2) Inmunoreactividad frente a un antigeno especifico (Utilizacion de anticuerpos determi-

nados).

3) Potencial de diferenciacion multipotencial (Diferenciacion a diversos linajes celulares).

Primero las células deben tener adherencia al plastico cuando se mantienen en condiciones
de cultivo estandar usando frascos o placas de cultivo. En segundo lugar, mas del 95% de
la poblacion de células madres mesenquimales deben expresar los antigenos CD105,
CD73 y CD90. Adicionalmente estas células no deben expresar los antigenos CD45,
CD34, CD14, CD19 y HLA clase 1l. Y finalmente, estas células deben ser capaces de
diferenciarse in vitro en osteoblastos, adipocitos y condroblastos bajo condiciones de cul-

tivo especificas (Dominici & cols, 2006).

Como en este estudio se realizaran analisis histoldgicos, se regira el uso de anticuerpos

para la identificacion de células madres mesenquimales.

Se utilizara el anticuerpo CD73 que es especifico para ecto 5’-nucleotidasa, que es una
proteina de membrana extracelular. La eleccion de CD73 esta basada en diversos estudios
que comprueban que es posible identificar células madres mesenquimales en diferentes
tejidos por medio inmunoreaccion de CD73 (Kang, Seon-Yle Ko, Chun-Jeih Ryu, &

Young-Joo Jang, 2017).

In situ refiere al andlisis de las DPSC en cortes histoldgicos, utilizando los marcadores
previamente mencionados por medio de la técnica de la inmunohistoquimica. Esta técnica

permite localizar moléculas en los tejidos mediante el empleo de anticuerpos. La técnica,

17



por la gran especificidad y alta afinidad que tienen los anticuerpos para reconocer molé-
culas y unirse a ellas, permite detectar cantidades infimas de moléculas en las células

(Hernéndez & cols, 2011).

Uno de los aspectos mas complejos en la obtencidn de cortes histologicos pulpares es
mantener la integridad de los tejidos, ya que al ser el diente un tejido altamente minerali-
zado se debe someter previamente a un protocolo de descalcificacion, proceso que difi-
culta la obtencidon de cortes que mantengan la arquitectura pulpar, dentinaria y/o la inmu-
noreactividad a marcadores. Es por ello, que uno de los objetivos es poder estandarizar un
protocolo de descalcificacion que nos permita obtener cortes histoldgicos 6ptimos para
asi determinar la presencia de células madres mesenquimales utilizando la técnica de in-
munohistoquimica. Esta técnica permite localizar moléculas especificas en los tejidos me-
diante el empleo de anticuerpos. Por la gran especificidad y alta afinidad que tienen los
anticuerpos para reconocer moléculas y unirse a ellas, es posible detectar claramente los
tipos celulares que expresan la proteina (Hernandez, Inostroza, Carrion, Chaparro, Quin-
tero & Sanz, 2011). In vitro se identificaran las DPSC en medios de cultivo utilizando
también los marcadores CD105, CD90 y CD73 por medio de la técnica de la inmunocito-
quimica. Esta técnica permite la tincion y localizacion de moléculas especificas para este
tipo celular, previamente seleccionadas por los marcadores, en las células del cultivo (Her-

nandez & cols, 2011).
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Brizuelay cols. (2013), realizaron experimentos donde se aislaron y caracterizaron células
madres mesenquimales provenientes de pulpa dental de terceros molares, sus cultivos fue-
ron monitoreados por microscopia éptica y las células se inmunotipificaron por citometria
de flujo utilizando diversos marcadores como CD73 y CD105, ademas mediante inmuno-
citoguimica determinaron su capacidad de diferenciacion a tres linajes: 6seo, cartilaginoso
y adiposo. En estas condiciones experimentales se comprobo que las células aisladas y

cultivadas de pulpa correspondian a células madres mesenquimales humanas.

En la actualidad existen diversos estudios in vitro de células madres mesenquimales pul-
pares, los datos bibliograficos muestran variaciones en la obtencion, en el protocolo del
cultivo primario, tipos de medios de cultivos utilizados, factores que promueven la dife-
renciacion, entre otros. Es por ello, que uno de los objetivos de este estudio, sera realizar
un analisis sistematico de los protocolos publicados hasta la fecha y seleccionar los que
muestra mejores resultados con la finalidad de poder definir los protocolo mas citados y

eficientes en el cultivo primario y en la diferenciacion de estas células precursoras.

PREGUNTA Y PROBLEMA DE INVESTIGACION
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¢Es posible determinar la localizacion, aislar e inmunocaracterizar las “mesenchymal stem
cells” en corte histologicos de pulpa dental obtenida de terceros molares jovenes en La-

boratorio de investigacion, UDD?
OBJETIVOS DEL PROYECTO

Objetivo general

Caracterizar mediante estudios inmunolégicos in situ de “mesenchymal stem cells” de

pulpa dental obtenida de terceros molares en Laboratorio de Histologia.

Objetivos Especificos

1. Identificar y definir la localizacién de las “mesenchymal stem cells” de pulpa dentaria

en cortes histoldgicos de terceros molares jévenes mediante inmunohistoquimica.

2. Identificar fenotipos de “mesenchymal stem cells” in vitro

3. Caracterizar inmunocitoquimicamente las “mesenchymal stem cells” de pulpa dentaria.

Hipotesis
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Es posible caracterizar células madres mesenquimales in situ en tejido pulpar de terceros
molares jovenes mediante su aislamiento e identificacion utilizando el inmunomarcador

CD73, en laboratorio de histologia, UDD.

MATERIALES Y METODOS

21



Universidad del Desarrollo
Farultad e Dicaniogla
Enfermerz

Se realiz6 un estudio que consto de dos fases, una experimental in situ y otra de revision
narrativa de protocolos in vitro. Para la fase experimental in situ, se realiz6 la obtencion de
cortes histologicos de terceros molares extraidos en la clinica UDD y posteriormente la
inmunocaracterizacion de células madres mesenquimales pulpares con el marcador CD73.
Para la segunda fase, se analizaron protocolos de cultivo y diferenciacién de células madres

mesenquimales pulpares con la finalidad de seleccionar los protocolos mas eficientes.

Estudio in situ

La muestra de terceros molares para obtener los cortes histoldgicos seran tratadas en no
mas de 24 horas post extraccion, se llevaran al laboratorio para comenzar el tratamiento
de la pieza para lograr un seriado de cortes histologicos, los cortes seleccionados seran
utilizados para el analisis inmunohistoquimico y asi lograr identificar, localizar y obtener
una cantidad relativa de células madres mesenquimales en la pulpa dentaria. EI analisis
inmunohistoquimico se realizard en laboratorio de histologia UDD, en estos cortes se
identificaran las células con fenotipos mesenquimaticos e inmunorreactivas a los anticuer-

pos utilizados.
El procedimiento de los cortes histoldgicos sera el siguiente:

Descalcificacion y fijacion por inmersion: Los dientes seran descalcificados y luego fi-
jados por inmersion en formalina 10% v/v por 6 horas (formalina 25% v/v, &cido acético

5% v/v en solucion saturada de acido picrico). Los dientes seran extraidos en la clinica
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UDD vy llevados en menos de 24 hrs al laboratorio en una solucion descalcificante para

posteriormente fijarlos en formalina.

Deshidratacion y aclaramiento. Las muestras seran lavadas para extraer el exceso de
fijador con agua corriente. Luego las muestras seran sometidas a una bateria de soluciones
alcohdlicas crecientes (etanol 70%, 95% Yy cuatro bafios de etanol 100%) por diferentes

tiempos y seran aclaradas en 3 bafios de benzoato de metilo y 2 bafios de benzol.

Inclusién en parafina. Las muestras seran incluidas introduciéndolas en cuatro bafios de
parafina mantenidas en una estufa termorregulada a 60°C. Una vez confeccionados los
bloques en un soporte metalico, estos seran enfriados rapidamente en agua corriente y
trasladados a 4°C para desmontar las muestras del soporte metalico y asi poder realizar

los cortes histolégicos.

Obtencidn de cortes histologicos. Los blogques de parafina con la muestras seran corta-
dos con un micrétomo rotatorio (Reichert-Jung 2040) en ldminas de 7um. Estas laminas
seran montadas en portaobjetos tratados con polilisina en un bafio termoregulado entre
40°C y 45°C. Para poder localizar el area de estudio y obtener cortes adyacentes, se mon-
taran cortes seriados (1 cada 10 cortes) y se les realizara una tincion histolégica con He-
matoxilina y eosina.

Los cortes histologicos seran desparafinados por inmersion en tres bafios sucesivos de xi-

lol y en una bateria de etanol en concentraciones decrecientes por 5 min cada uno.
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Inmunohistoquimica.

Las muestras desparafinadas serdn incubadas por 15 minutos en metanol con peroxido de
hidrégeno 3% v/v para inhibir la actividad peroxidasa enddgena. Los cortes serdn lavados
3 veces en tampodn Tris-fosfato 10 mM, y posteriormente incubados con el primer anti-
cuerpo preparado en tampon Tris-fosfato y albimina sérica de bovino 1% p/v. La incuba-
cién fue realizada en una cdmara humeda a temperatura ambiente durante 12 a 16 horas.
Luego de lavar 3 veces el primer anticuerpo con Tris-fosfato, las muestras seran incubadas
con los segundos anticuerpos conjugados con peroxidasa, diluidos en Tris-BSA por 2 ho-
ras en cdmara himeda y oscuridad. Transcurrido el tiempo de incubacién con el segundo
anticuerpo, las muestras serdn lavadas 3 veces en tampon Tris-fosfato y luego la actividad
peroxidasa se revelaran utilizando una solucion de diaminobenzidina 0,7 mg/ml y peré-
xido de hidrégeno 3% v/v en tampon Tris-fosfato durante 15 minutos en oscuridad. La
reaccion fue detenida con lavados en agua destilada después de lo cual se procedera a
realizar una tincion de contraste nuclear con Hematoxilina de Harris por 20 segundos.
Luego los cortes seran deshidratados en una bateria de alcoholes y xiloles. Y seran cubier-
tos con un cubreobjetos con el medio de montaje balsamo de Entellan® para su visualiza-

cién y preservacion.

Para detectar el marcador especifico CD73, las células adheridas en los cubreobjetos se

fijaran con formaldehido al 4% por 10 minutos, se lavaran con buffer de fosfatos (PBS)
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por 2 minutos repitiendo tres veces. Las células se permeabilizaran con metanol frio
durante 10 minutos y se incubaran con el anticuerpo especifico que reconoce a CD73, en
una concentracion de 1:100 incubado a 4°C durante 24 horas. Pasado el tiempo de
reaccion se lavaran 3 veces por 10 minutos con PBS-Triton 100x para eliminar la sefial
inespecifica del anticuerpo. La sefial se obtendra por incubar con un segundo anticuerpo

acoplado a un fluordéforo, esta sefial se observara bajo el microscopio de fluorescencia.
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Erkrme:

RESULTADOS
Estudio experimental: In situ

Una vez iniciado el estudio en cortes histologicos de pulpa dental de terceros molares
incluidos, se analizaron los cortes tefiidos con hematoxilina-eosina donde se realizaron
respectivas fotografias logrando identificar el complejo dentino-pulpar y donde se observo
claramente que los cortes obtenidos utilizando los protocolos descritos en este trabajo

mantienen la arquitectura pulpar que se ha definido en bibliografia (Figura 1).

Dentina

s Hel:na'iok'i‘ling; ie%sina

Figura 1. Cortes histolégicos del complejo dentino-pulpar de terceros molares tefii-

dos con hematoxilina-eosina.

Cortes longitudinales de terceros molares (A) Se identifica la dentina, tibulos dentinarios,
pulpa y predentina (*) que corresponde a la matriz organica. (B) Las flechas indican la
zona rica en células de la pulpa, predentina (*) y odontoblastos (O). (C) Se identifica la
predentina (*), odontoblastos (0) y las flechas indican la zona rica en células de la pulpa
con la posible presencia de células mesenquimales.

Aumento en A: 100x. Aumento en B: 400x. Aumento en C: 1000x.
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Posteriormente, se estandarizo el anticuerpo anti-CD73, realizando diferentes diluciones
para obtener la inmunoreactividad mas adecuada que permita visualizar la reaccién del
anticuerpo en los diferentes tipos celulares. Los analisis de los resultados nos indicaron
que las diluciones 1:100 y 1:75 nos permitieron identificar inmunoreactividad para CD73
en la zona rica en células, sugiriendo la presencia de células mesenquimales pulpares. La
reactividad positiva para el marcador se analiz6 en microscopia en campo claro (Figura 2)

y mediante fluorescencia (Figura 3).

Figura 2. Inmunohistoquimica para el marcador CD73 en el complejo dentino-pul-

par de terceros molares.

Cortes longitudinales de terceros molares observados en microscopia en campo claro e
inmunoreactividad para CD73 (color café). (A) Se detecta inmunoreactividad del marca-

dor CD73 en la capa odontoblastica (O) y en la zona rica en células de la pulpa, lo que
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sugiere la presencia de células mesenquimales (flechas), predentina (*) (B). Control ne-

gativo para el anticuerpo en la misma zona.

Aumento en A: 100x. Aumento en B: 400x.

Dentina Dentina

Anti-CD73 Anti-CD73

Figura 3. Inmunofluorescencia para el marcador CD73 en el complejo dentino-pul-

par de terceros molares.

Cortes longitudinales de terceros molares observados e inmunoreactividad para CD73
asociado a fluorescencia (en rojo). (A) Complejo dentino-pulpar, zona odontoblastica (O).
(B) Con flecha se indica la reactividad positiva en la zona rica en células de la pulpa y en
la zona odontobléstica (O). (C) Con flechas se indican inmunoreactividad en células de la
zona rica en células de la pulpa, sugiriendo la marca en células mesenquimales pulpares.
Estos datos nos muestran que las células odontoblasticas presentan inmunoreactividad de

CD73 (O) como ha sido descrito en bibliografia.

Aumento en A: 100x. Aumento en B: 400x. Aumento en C: 1000x.
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Revision narrativa: In vitro

La busqueda arrojo 70 estudios. De primera instancia se eligen 20 los cuales describen el
protocolo de obtencidn, cultivo e identificacion de células madres mesenquimales y el
protocolo de diferenciacidn a distintos linajes celulares como condrogénica y osteogénica.
De estos 20 estudios, 9 describen de forma completa y clara el procedimiento de cultivo
y de diferenciacién de células madres mesenquimales. El criterio para la eleccién de los

protocolos se basé en la metodologia mas utilizada y en los resultados obtenidos.

A continuacion, se muestran las tablas de resumen con los datos obtenidos a partir de los

estudios analizados.

Tabla 1. Protocolo de aislamiento y cultivo de células madre mesenquimales.

Pieza 3er molar

Edad 18-55 afios

Procesamiento | Digestion enzimatica con 3mg/mL colagenasa 1 + 4mg/mL

Sembrado 1074 cel x cm2

Medio de Cultivo | tMEM 10% SBF; 100uM L-&cido ascorbico 2 Fosfato; 2mM L-Gluta-

mina; 100 Unidades/mL Penicilina; 100 pug/mL Estreptomicina.

Pasaje 0 Semana | 2-5 pasaje
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Fijador Paraformaldehido 4%

Ac Célula Madre | Vimentina — Nestina — Strol- CD 34/44/45/73/90/105/146

Tabla 2. Protocolo de diferenciacién condrogénica.

Sembrado 2.5x10"4 cel x cm2

Medio de cultivo | D-MEM + 1% Insulina Transferrina Selenio + 1% Dexametasona +

10ng/mL TGF B1 +50mg/mL Ascorbato 2 Fosfato

Fijacion Paraformaldehido 4% por 20 min.

Técnica para co- | Inmunohistoqca para Agrecan — Tincion Safranina O — Tincion con
rroboracion  de | Azul Alcian

diferenciacién
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Tabla 3. Protocolo de diferenciacion osteogénica.

Sembrado

1.8 x 10”4 cel/cm?2

Medio de Cultivo

a-MEM 10% SBF; 5% dexametasona +
50mg/mL ascorbato fosfato + 10mM BGlic-
erolFosfato + 1% Penicilina + 1% Estrepto-

micina.

Fijacion

Paraformaldehido 4% o formalina 10% por

20 min.

Técnica para corroboracion de diferencia-

cion

Inmunohistoquimica para osteocalcina -
PCR para sialoproteinas, osteocalcinas, sia-
lofosfoproteinas; fosfatasa alcalina — Tin-
cion con Alizarina Red — Tincion con Hema-

toxicilina eosina.
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DISCUSION

En los Gltimos afios se ha descubierto que existe una diversidad de nichos de células ma-
dres en diversos tejidos del organismo, con la finalidad de recambiar y regenerar tejidos
envejecidos o dafiados por patologias degenerativas (Casagrande, Cordeiro, Nor & Noor,

2011, citado en Brizuela, Galleguillos, Carrion, Cabrera, Luz, & Inostroza, 2013).

En condiciones determinadas, estas células pueden dividirse indefinidamente conservando
siempre una poblacion estable de células mesenquimales, que en condiciones apropiadas
y con estimulos correctos puede diferenciarse hacia diferentes linajes celulares especiali-
zados del organismo adulto (Evans & Kaufman, 1981, citado en Das, Bonaguidi, Muri &
Kessler, 2008). Actualmente este potencial precursor de las células madres esta siendo
ampliamente estudiado con la finalidad de descubrir nuevos tratamientos para diversas
patologias y terapias de regeneracion celular. Es por esto, que es fundamental, el conoci-

miento, localizacion, caracterizacion y diferenciacion de estas células precursoras.

Uno de los nichos de células madres descritos actualmente corresponde a las células ma-
dres mesenquimales de pulpa dental, donde existen diversos estudios sobre el cultivo pri-
mario y de diferenciacion. Por ejemplo, Brizuela y cols. (2013), lograron aislar y caracte-
rizar células madres mesenquimales en cultivos y posteriormente diferenciar estas células
en 3 linajes distintos. Tal estudio, respalda la gran capacidad proliferativa de las células

madres mesenquimales pulpares y comprueba que, a partir de la pulpa de un diente, se
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puede generar un potencial terapéutico para poder ser utilizado en medicina y odontologia

regenerativa.

Dentro de las distintas clasificaciones de células madres se encuentran las células madres
mesenguimales de dientes temporales exfoliados o “’Stem Cells from Human Exfoliated
Deciduous Teeth’’ (SHED).

Los dientes deciduos son considerados una importante fuente de células madres mesen-
quimales y de facil obtencion (Gonzélez, 2011). Ademas, al comparar las células madres
mesenguimales de dientes deciduos con las de dientes permanentes, se ha establecido que
las primeras presentan una mayor velocidad de proliferacion y una mayor capacidad de
diferenciacion (Zheng, Liu, Zhang, Zhang, Li & Shi, 2009). Estas caracteristicas son la
principal motivacion de investigadores para realizar estudios sobre células madres en
dientes temporales, 1o que se relaciona con el mayor nimero de datos bibliograficos de

estudios en dientes deciduos que en dientes permanentes.

Al realizar la revision bibliogréfica sobre los estudios in vitro de células madres mesen-
quimales pulpares obtenidas de dientes permanentes, se encontraron diversos estudios,
donde existian variaciones en el procesamiento de la muestra, los tipos de medios de cul-
tivos utilizados, factores afiadidos, pasajes celulares y los anticuerpos para realizar la in-
munocitoquimica, entre otras variables (Osathanon, Sawangmake, Nowwarote & Pava-
sant, 2014). A pesar de los variados métodos existentes de aislamiento, cultivo y diferen-

ciacion de células madres mesenquimales pulpares, hemos identificado la gran dificultad
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de obtener el cultivo primario. Es por esto, que mediante esta revision narrativa se selec-
cionaron los protocolos de cultivo primario y de diferenciacion en base a la metodologia
mas utilizada y con resultados relevantes. De esta manera se simplificaron los protocolos

de cultivo para posteriores investigaciones en esta importante area.

En relacion con los estudios in situ no se encontraron evidencia de células madres mesen-
qguimales de pulpa en dientes permanentes, una de las razones es la complejidad en la
obtencion de cortes histoldgicos. Las piezas dentarias estan compuestas por tejidos duros
y blandos, siendo el esmalte el tejido mas mineralizado del cuerpo, por lo tanto, el de
mayor dureza (Rivera Ossa & Arola, 2012). Presenta un 95% de matriz mineral, 4% de
matriz organica y 1% de agua. Sin embargo, la dentina y el cemento también presentan
una matriz calcificada. Por esta caracteristica estructural de los componentes del diente,
previa a la obtencion de cortes histoldgicos es fundamental realizar el proceso de descal-
cificacion (Petrone, Garizoain, Garcia, Andrini, Garcia & Inda, 2015). Este proceso difi-
culta la obtencion de cortes histoldgicos que mantengan la arquitectura celular del tejido
y que en sus células permanezcan los marcadores proteicos para ser detectados por inmu-
nohistoquimica. Por otro lado, si el proceso de descalcificacidn no se realiza en el tiempo
requerido por la muestra, el tejido puede mantener cierta dureza lo que hace imposible
obtener cortes histologicos. El tiempo en el descalificador es variable y depende del espe-

sor de la muestra y del porcentaje de matriz inorganica en el tejido.

34



Es por esto que en primera instancia se realizaron dos procesos de descalcificacion uno
por dos semanas con acido formico 20-25% lo cual no obtuvo los resultados esperados al
momento de cortar las muestras ya que el tejido permanecia con una alta dureza, por lo
tanto para las siguientes muestras se decidio cambiar el protocolo y dejar el diente en acido
formico 20-25% por 4 semanas logrando obtener cortes histologicos donde existian zonas
gue mantenia la arquitectura como se ha descrito en el complejo dentino-pulpar, resultados
gue se observan al realizar la tincion hematoxilina-eosina, logrando identificar dentina

con los tabulos dentinarios, predentina y las zonas de la pulpa.

Cabe destacar, que existen otros métodos de descalcificacion para obtener los cortes his-
toldgicos, como, por ejemplo, acido nitrico al 5%, solucién de VVon Ebner, &cido clorhi-
drico al 5%, entre otros. Estos caen en la categoria de acidos fuertes, y son principalmente

utilizados para descalcificar tejido dseo.

El siguiente paso que se realizd fue la estandarizacion de las concentraciones del anti-
cuerpo CD73 este paso es necesario para obtener una correcta visualizacion o inmunoreac-
tividad del anticuerpo en las muestras histoldgicas, se realizaron las siguientes diluciones:
1:1000 - 1:500 - 1:200 - 1:100 - 1:75 - 1:50, siendo las diluciones 1:100 y 1:75 las que
permitieron localizar las células madres mesenquimales en la zona rica en células en la
pulpa dental de terceros molares incluidos. Siendo esta zona el lugar donde se han descrito

estas células en la bibliografia de textos de histologia bucodental.
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La inmunoreactividad fue detectada en campo claro por la accidn peroxidasa y mediante

inmunofluorescencia, esta Gltima permite una mayor eficiencia de la inmunoreactividad.

Segun Gonzalez (2011), el antigeno STRO-1 es el mas utilizado para la identificacion de
células madres mesenquimales dentarias, como para las procedentes de la medula dsea,
sin embargo, en este estudio se comprueba y se establece ademas la posibilidad de realizar
marcajes para identificar células madres mesenquimales pulpares con el marcador CD73.
Este anticuerpo ha sido utilizado en algunos estudios in vitro de estas células como los
descritos por Brizuela y cols. (2013). Cabe destacar que no existen evidencias del uso de
ninguno de estos marcadores en muestras histologicas obtenidas de terceros molares in-
cluidos, por lo que este estudio tiene una gran relevancia en la identificacion y localizacion

de estas células (in situ) en dientes permanentes.

La importancia de este estudio radica en evidenciar la posibilidad de identificar y localizar
células madres mesenquimales en pulpa dental de terceros molares incluidos, para luego,
en futuros estudios, lograr aislarlas, diferenciarlas y asi lograr utilizarlas como alternativa
terapéutica (Casagrande, Cordeiro, N6r & Noor, 2011) en diferentes afecciones o enfer-

medades en los seres humanos.

Cabe destacar que la actualidad ciertas patologias se tratan con cultivos de células madres
mesenquimales y en un futuro este campo se va a ampliar considerablemente, y para poder

utilizar algun tipo celular en diversos experimentos, ya sea de diferenciacion o trabajar
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con inyecciones de células madres en animales de laboratorio, es imprescindible manejar

y estandarizar las condiciones ideales cultivo y de procedimientos in situ.
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CONCLUSIONES

Con el estudio experimental in situ, se logro obtener un protocolo de descalcificacion den-
tal que permitio realizar cortes histologicos de 7 micras, los cuales por medio de la tincion
con hematoxilina y eosina (ndcleo-citoplasma) permitié evidenciar las diferentes estruc-
turas dentarias, manteniéndose la arquitectura descrita del complejo dentino-pulpar. Es
necesario preservar la arquitectura y la integridad de los tipos celulares para realizar los
estudios inmunohistoquimicos, los cuales permitieron identificar y localizar las células
mesenguimales pulpares en terceros molares incluidos, datos que hasta la fecha no han

sido publicados.

Por lo tanto, mediante en el presente estudio se inmunocaracterizé y localizo las células
madres mesenquimales pulpares de terceros molares por medio del inmunomarcador

CD73.

Con la revision narrativa, se logro seleccionar y resumir protocolos para cultivo primario
de células madres mesenquimales y protocolos para su diferenciacion en los linajes osteo-
génicos y condrogénicos. Se consiguid, ademas, definir que las diferencias entre estudios
radican principalmente en el uso de nuevos medios de cultivo y factores de crecimientos
gue generan variaciones en el crecimiento de las células madres mesenquimales pulpares

y su diferenciacion.

La seleccion de los protocolos de cultivo realizados en este estudio facilitara la busqueda
de informacion para futuros proyectos de investigacion de células madres mesenquimales

pulpares.
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Las células madres mesenquimales constituyen una unidad natural de generacion celular
durante la embriogénesis y regeneracion en la vida adulta, son capaces de dividirse inde-
finidamente y diferenciarse en distintos linajes celulares y se ha demostrado que las mis-
mas juegan un importante papel en la regeneracion de diferentes estructuras del complejo
bucofacial, ademas de un rol fundamental en la diferenciacion de las células del complejo
pulpo-dentinario, el ligamento periodontal, y en la regeneracion de estructuras esqueléti-
cas craneo-faciales. Por lo anterior, este estudio adquiere gran relevancia, puesto que las
células madres mesenquimales de pulpa dentaria son una alternativa promisoria para apli-
caciones en ingenieria de tejidos orientada a la regeneracién en medicina y odontologia.
Por lo que seria de gran importancia en estudios posteriores, lograr cultivar y diferenciar

estas células, debido a su prometedora aplicacion en el area de la odontologia.
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