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1. INTRODUCCION






Introduccion

El diente y el periodonto componen una unidad funcional
altamente especializada cuyo principal fin es permitir la
masticacion eficiente de los alimentos. EI diente,
compuesto  por una combinacion de  tejidos
extremadamente duros y elasticos, permite cortar, triturar y
moler los alimentos. Y el periodonto, ademas de sujetar el
diente al maxilar, absorbe las fuerzas oclusales vy
proporciona la vascularizacibn y la propiocepcion

necesarias.

Asimismo, la formacién dentaria y peridentaria es un
proceso dinamico extremadamente complejo en el que
intervienen células provenientes de diferentes estructuras
embriologicas y que interaccionan entre si para dar como
resultado unas poblaciones celulares altamente
especializadas que formaran los distintos tejidos que
componen el diente y el periodonto.

Las dos grandes patologias que afectan a los tejidos
dentales y periodontales, la caries y la enfermedad
periodontal, cursan con destruccion de los tejidos
afectados. El hecho de que la mayoria de los tejidos que
conforman el diente y el periodonto presenten una baja o
incluso nula capacidad intrinseca de regeneracién, y de
gue todavia no se han desarrollado técnicas regenerativas

gue garanticen la reconstruccion total de la morfologia
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original de los tejidos y que sean aplicables para la mayor
parte de los casos, hace que la terapéutica actual siga
buscando soluciones al problema de la regeneracion de los

tejidos dentarios y peridentarios.

Los conocimientos sobre como se produce la formacién de
estos tejidos, unido a las técnicas de laboratorio y a los
biomateriales que se han desarrollado en los dltimos afios,
abren las puertas a la posibilidad de disefar protocolos de
regeneracion que permitan la restauracion de los tejidos

dafados o perdidos.

Asi pues, para poder reproducir y controlar este proceso
de formacién tisular en primer lugar debemos entender

cémo se produce.



Introduccion

1.1. Histogénesis dentaria

Durante la sexta semana del desarrollo embrionario, en la
region del primer arco branquial se produce una
proliferacion del ectodermo hacia el tejido mesenquimatico
subyacente inducida por células ectomesenquiméaticas
provenientes de las crestas neurales (Lumsden, 1988).
Esta proliferacion ectodérmica, llamada banda epitelial
primaria, se divide en dos hojas epiteliales que van a
formar estructuras diferentes: la lamina vestibular, que da
origen al vestibulo bucal, y la lamina dentaria, que da

origen al 6rgano del esmalte.

En la semana octava del desarrollo embriolégico, en el
extremo de esta lamina dentaria se produce un
engrosamiento de las capas celulares, pudiéndose
distinguir una capa de células prismaticas cubriendo la
superficie externa y una zona interna ocupada por células
con morfologia poligonal. Simultaneamente, en el
mesénquima que lo rodea se produce una proliferacion de
células ectomesenquimaticas. Esta fase del desarrollo se
corresponde al clasicamente denominado estadio de yema
o brote (Nanci, 2013).

A partir de la décima semana del desarrollo embrionario la

superficie externa del brote epitelial desarrolla una
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concavidad central, adquiriendo una forma de casco o

casquete.

©2009 Editorial Médica Panamericana

Figura 1. Estadio de yema o brote. 1: Ldmina basal; 2: Restos de la
lamina dentaria del diente primario; 3: Brote de diente permanente; 4:

Ectomesénquima. De Gémez de Ferraris y Campos Mufioz, 2009.

En ese punto, esta estructura pasa a denominarse érgano
del esmalte, y en él se distinguen tres componentes

celulares:

I.  Epitelio dental externo: cubre la cara mas externa y
esta formado por una capa de células cuboides.

Il.  Epitelio dental interno: recubre la concavidad central
y esta formado igualmente por una capa de células

isodiamétricas. Con el tiempo aparece una
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proliferacion de células que se proyecta hacia el
reticulo estrellado, llamado nudo del esmalte.

Reticulo estrellado: situado entre ambos epitelios,
esta formado por células con multiples
prolongaciones, de aspecto estrellado, unidas entre
si pero dejando espacios intercelulares ocupados
por una sustancia fundamental intercelular rica en

albumina, mucopolisacaridos y fibras reticulares.

Figura 2. Estadio de
casquete.

1: Saco dentario.

2: Epitelio dental externo.
3: Reticulo estrellado.

4: Nudo del esmalte.

5: Epitelio dental interno.
6: Papila dentaria.

De Goémez de Ferraris y
Campos Murioz, 2009.

Al mismo tiempo, alrededor de

este Organo epitelial se produce la proliferacion y

condensacion de las células ectomesenquiméticas. El tejido

gue queda rodeado por la concavidad del epitelio interno se
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denomina papila dentaria. Alrededor del 6rgano del
esmalte y la papila dentaria esta condensacion de células

ectomesenquimaticas comienza a formar el llamado saco

dentario, que envolvera todo el germen del diente en
formacion (Bhaskar, 1991).

Figura 3. Estadio de
campana. 1: Hueso
alveolar en formacién; 2:
Asa cervical; 3: Brote del
diente permanente; 4:
Papila dentaria; 5: Epitelio
dental interno; 6: Estrato

intermedio; 7: Reticulo

estrellado; 8: Saco

dentario.
De Gémez de Ferraris y

Campos Murnoz, 2009.

£2009 Editorial Médica Panamericana

El d6rgano del esmalte continla su desarrollo vy
aproximadamente entre la semana catorce y la dieciocho
del desarrollo embrionario comienzan a observarse una
serie de cambios en su estructura: las células del epitelio
dental externo se vuelven mas aplanadas, las células del
epitelio dental interno aumentan de tamafo hasta hacerse

prismaticas, pasando a denominarse preameloblastos, y
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aparece una capa de células aplanadas sobre el epitelio
interno denominado estrato intermedio. En esta etapa,
llamada estadio de campana, el epitelio interno adopta la
forma que presentara la corona del diente, marcando lo que

se denomina el patrén coronario (Nanci, 2013).

1.1.1. Formacién de la corona

En wuna fase mas tardia e inducidas por los
preameloblastos, algunas células ectomesenquimaticas de
la papila dentaria se diferencian en preodontoblastos,
células cuboides que se disponen formando una capa a
modo de empalizada en contacto con la membrana basal
del epitelio dental interno. Los preodontoblastos a su vez se
diferencian en células prismaticas grandes llamadas
odontoblastos que inmediatamente comienzan a producir
matriz dentinaria o predentina sobre la membrana basal de
los preameloblastos. Este proceso se inicia en las zonas
correspondientes a las cuspides o del borde incisal del
diente y en él los componentes organicos dentinarios
(colageno, glucosaminglicanos, ...) sintetizados por los
odontoblastos se mezclan con la matriz extracelular de la
papila dentaria que los rodea formando una fina capa. A
continuacion inducen su mineralizacion depositando
pequenos cristales de hidroxiapatita sobre ella. Estos

cristales se forman en el interior de pequefas
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evaginaciones llamadas vesiculas matriciales. Durante el
proceso de mineralizacion de la primera capa de dentina,
llamada dentina del manto, los odontoblastos expulsan
estas vesiculas que al romperse liberan los cristales de
hidroxiapatita que se depositan sobre la matriz dentinaria
(Nanci, 2013).

La mineralizacion de las primeras capas de dentina
estimula la diferenciacion de los preameloblastos en
ameloblastos secretores, que comienzan la sintesis de
esmalte depositandolo sobre la dentina ya mineralizada. La
membrana basal del epitelio dental interno, situada entre
este epitelio y la papila dentaria, sufre un proceso de
mineralizacion transformandose en la llamada conexién
amelodentinaria, formada por un tejido hipermineralizado
que sirve de anclaje entre el esmalte y la capa mas
superficial de la dentina.

Este proceso se va extendiendo desde las zonas
correspondientes al borde incisal y las cuspides hacia la
zona cervical del diente en formaciéon. El punto donde el
epitelio dental interno se une al epitelio dental externo se
denomina asa cervical, y marca lo que serd la futura linea
amelocementaria (GOmez de Ferraris y Campos Mufioz,
2009).

10
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Figura 4. Primeras etapas en la
sintesis del esmalte y la
dentina.

1: Estrato intermedio.

2: Ameloblastos.

NA D - 3: Prismas del esmalte.

&
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4: Conexion amelodentinaria.
5: Dentina.

6: Proceso odontobléstico.

7: Predentina.

8: Odontoblasto.

De Goémez de Ferraris y
Camnos Muhoz 2009

1.1.2. Formacion de la raiz

Una vez formada la corona, las células del epitelio dental
interno de la zona cervical no se diferencian en
preameloblastos, sino que se funden con las células del
epitelio dental externo formando la llamada vaina epitelial
de Hertwig, cuya funcién es la de inducir y controlar la

formacion de la raiz del diente (Nanci, 2013).

Las células de la vaina de Hertwig se disponen formando
una bicapa de células cuboideas envolviendo la papila
dentaria e inducen la diferenciacion de células

ectomesenquiméticas de la misma en preodontoblastos.

11
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Los preodontoblastos se disponen formando una capa a
modo de empalizada similar a la que se observa en la
formacion de la dentina coronaria y a continuaciéon se
diferencian en odontoblastos, quienes comienzan a
depositar la dentina radicular. Este proceso se inicia a nivel
cervical y se extiende progresivamente hacia la zona
apical. En los dientes monorradiculares la vaina de Hertwig
adopta una forma cénica con un Unico extremo abierto en
la zona apical denominado diafragma que conforma el
foramen apical primario. En los dientes multirradiculares en
las paredes de la vaina de Hertwig aparecen unas
lengletas epiteliales que se funden y la dividen en
segmentos mas o menos independientes, cada uno de
ellos con su diafragma epitelial, que formaran las diferentes
raices del diente (Bhaskar, 1991).

1.1.3. Formacion del periodonto

A medida que las primeras capas de dentina radicular se
mineralizan, la porcion de la vaina de Hertwig en contacto
con ella se fragmenta transformandose en una lamina
fenestrada o red. A través de estos espacios penetran
células ectomesenquimaticas del saco dentario que se
colocan sobre la superficie externa de la dentina recién

formada y se diferencian en cementoblastos.

12
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Al mismo tiempo, a partir de las mismas células
ectomesenquimaticas del saco dentario, se diferencian
fibroblastos que produciran las fibras del ligamento

periodontal y osteoblastos que formaran el hueso alveolar.

Los cementoblastos depositan la matriz cementoide,
compuesta principalmente por coladgeno tipo | vy
proteoglucanos, sobre la superficie de la dentina,
envolviendo los gruesos haces de fibras colagenas del
ligamento periodontal. De esta manera, al mineralizarse el
cemento quedan ancladas las fibras periodontales a la

superficie radicular del diente (figura 5).

Inicialmente estas fibras periodontales no presentan una
orientacion definida, por lo que se suele denominar
membrana periodontal. Pero una vez el diente erupciona
y recibe las cargas de otros elementos de la cavidad bucal,
las fibras periodontales se organizan formando gruesos
haces orientados en los diferentes ejes del espacio y
fuertemente anclados tanto al cemento como al hueso
alveolar, pasando a denominarse ya ligamento

periodontal (Gémez de Ferraris y Campos Mufioz, 2009).

13
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Figura 5. Formacién de la raiz y del periodonto. De Goémez de Ferraris

y Campos Murioz, 2009.

1.1.4. Dentinogénesis

Como ya se ha expuesto anteriormente, en la sintesis de la
primera capa de dentina, la llamada dentina del manto, el

odontoblasto produce la matriz organica o predentina y la

mineraliza liberando los cristales de hidroxiapatita

contenidos en las vesiculas matriciales. Es decir, que la
cristalizacion del fosfato calcico se produce en el interior del

odontoblasto, en las vesiculas matriciales vy, tras

14
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evaginarse y romperse estas vesiculas, los cristales se

depositan sobre la predentina (Nanci, 2013).

Una vez la capa de dentina mineralizada alcanza los 20-22
pm de grosor, el proceso de sintesis de la dentina cambia,
por lo que pasa a denominarse dentina circumpulpar.
Este proceso presenta tres diferencias importantes
respecto a la sintesis de la dentina del manto: las fibras
coldgenas son mas pequefnas (50 nm de didmetro) y se
orientan perpendicularmente a los tubulos dentinarios, la
predentina estd producida exclusivamente por los
odontoblastos y no se mezcla con la sustancia fundamental
de la papila dentaria que los rodea y la mineralizacion de la
predentina se lleva a cabo siguiendo un patron diferente.
Durante la sintesis de la dentina circumpulpar, el
odontoblasto produce la predentina y libera el fosfato
célcico y la fosforina dentinaria, de manera que el proceso
de cristalizacion se produce fuera del odontoblasto,
directamente sobre la predentina, formandose unos
pequefios  nucleos de  mineralizacién llamados
calcosferitos que actian como nucleos de mineralizacion
gue van creciendo progresivamente a medida que aumenta
el grado de mineralizacion, hasta fusionarse unos con otros

(Gbémez de Ferraris y Campos Mufioz, 2009).

15
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1.1.5. Amelogénesis

Como ya se ha dicho anteriormente, al final del estadio de
campana de la odontogénesis se deposita la primera capa
de dentina coronaria. Esto induce la diferenciacion de los
preameloblastos del epitelio dental interno en ameloblastos,

gue comienzan a sintetizar las primeras capas de esmalte.

La amelogénesis se lleva a cabo en tres etapas, en las que
el ameloblasto experimenta cambios morfolégicos
significativos que determinan las caracteristicas del tejido

sintetizado:

I. Los ameloblastos liberan por exocitosis los granulos
de secrecion que contienen la matriz organica,
llamados cuerpos adamantinos. Esta matriz
organica, rica en amelogenina y fosfoproteina acida,
al ser depositada sufre un rapido proceso de
mineralizacion parcial (hasta un 15%). Tras
depositar una primera capa de esmalte en la que los
cristales de hidroxiapatita formados durante la
mineralizacibn no presentan ningun tipo de
organizacion (esmalte aprismatico), el ameloblasto
desarrolla en su polo secretor una proyecciéon corta
de aspecto conico llamada proceso de Tomes, que
le permite orientar la sintesis de los distintos

componentes, de manera que los cristales de

16
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hidroxiapatita quedan empaquetados formando unas
estructuras tubulares largas conocidas como
prismas del esmalte (esmalte prismatico). El
proceso de formacion continldia siguiendo este patrén
hasta llegar a las capas mas externas del esmalte,
en las que volvemos a encontrar un patron
aprismatico (Bhaskar, 1991).

Una vez el esmalte alcanza su grosor definitivo, los
ameloblastos reducen su tamafio y desarrollan un
borde estriado en su polo apical. En esta fase
eliminan la mayor parte de la matriz proteica
sintetizada, liberando metaloproteasas y aumentan
la mineralizacion, liberando grandes cantidades de
fosfato calcico. A este proceso se le denomina
maduracién del esmalte.

En una dltima fase, aumenta la mineralizacién (hasta
un 96%) y se eliminan los poros resultantes de la
absorcion del agua y de la matriz proteica. Una vez
finalizado el proceso de maduracion, los
ameloblastos reducen su tamafo hasta
transformarse en células cuboides involutivas, y
producen una ultima capa proteica, similar a una
membrana basal, que recubre toda la superficie de
esmalte denominada cuticula primaria (Gémez de

Farraris y Campos Mufioz, 2009).

17
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Cuticula dental

primaria ==

Predentina

Odontoblastos
Periodo
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del esmalte (ameloblasto joven)
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Papila dental

Células del estrato intermedio

Papila dental -~ Polo proximal

7009 Fdtorial Midca Panamercans

Figura 6. Ciclo vital de ameloblasto. De Gémez de Ferraris y Campos
Muroz, 2009.
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1.2. Estructura histolégica

1.2.1. Estructura del diente

El diente est4 formado por tres tejidos con caracteristicas

fisicas e histoldégicas bien diferentes: esmalte, dentina y

pulpa.
1.2.1.1. Esmalte

El esmalte es un tejido acelular, avascular y sin inervacion,
gue como caracteristicas fisicas destacables presenta una
gran dureza (5 en la escala de Mohs), poca elasticidad,
cierta transparencia y una alta radiopacidad. Esta
compuesto por fosfato célcico cristalizado en forma de
hidroxiapatita (96%), agua (3%) y una escasa matriz
organica (1%) formada por proteinas (enamelinas,
ameloblastinas, tuftelina, ...). En funcion de como se
organizan sus componentes se distingue entre esmalte

prismatico y esmalte aprismatico (Nanci, 2013).

El esmalte prismético constituye la mayor parte y en él la
matriz organica envuelve los cristales de hidroxiapatita y los
agrupa formando unas estructuras alargadas y onduladas
denominadas prismas del esmalte. Los prismas se orientan
perpendiculares a la conexion amelodentinaria (CAD), y de

ahi se dirigen hacia la superficie. En el esmalte se
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observan unas lineas incrementales transversales,
denominadas estrias de Retzius, que se corresponden con
los ciclos de aposicion durante la amelogénesis. En la zona
proxima a la CAD y en la superficie encontramos esmalte

aprismético, en el cual los cristales de hidroxiapatita estan

orientados pero no se agrupan formando prismas (Bhaskar,
1991).

Figura 7. Esmalte y
dentina.

1: Esmalte.

2: Dentina.

3: Conexion
amelodentinaria.

4: Estria de Retzius.
Corte por desgaste.

20x, aumentos originales.

1.2.1.2. Dentina

La dentina también es un tejido duro avascular, pero no se
puede decir que sea acelular y que no presente inervacion,

pues en su interior se alojan las prolongaciones celulares
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de los odontoblastos pulpares, a las que acompafan
algunas terminaciones nerviosas. Destaca por presentar
una gran elasticidad, alta permeabilidad vy alta
radiopacidad, aunque menor que la del esmalte. Esta
compuesta por cristales de hidroxiapatita (70%), de menor
tamafio que los del esmalte, una matriz proteica mas
abundante, formada principalmente por colageno tipo |
(18%), y agua (12%) (Gémez de Farraris y Campos Mufioz,
2009).

La caracteristica estructural mas significativa de la dentina
es que no es un tejido macizo, sino que se encuentra
totalmente perforada por pequefios canales denominados
tubulos dentinarios. El diametro de estos tubulos varia
entre los 2.5 um (cerca de la pulpa) y los 1.2 — 0.9 um (en
las capas externas), y se orientan desde la CAD y la
conexion cementodentinaria (CCD) hacia la pulpa.

En ellos podemos encontrar las prolongaciones de los
odontoblastos, cuyos cuerpos celulares se hallan en la
pulpa. El espacio entre la prolongacion del odontoblasto,
llamada proceso odontoblastico, y la pared del tabulo
dentinario se denomina espacio periprocesal, y esta
ocupado por el fluido dentinario. En ocasiones también

podemos encontrar terminaciones nerviosas dentro de los
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tubulos dentinarios, acompafnando al proceso
odontoblastico (Carda y Peydro, 2006).

Figura 8. Seccién
transversal de un tubulo
dentinario.

1: Proceso odontoblastico.
2: Fibra nerviosa.

3: Espacio periprocesal.
4: Dentina.

MET. 10000x.

La dentina que encontramos entre los tubulos, llamada
dentina intertubular, presenta una red de fibrillas de
colageno tipo | sobre la que se depositan los cristales de
hidroxiapatita. Sin embargo, alrededor de los tubulos
encontramos una capa de 400-750 nm de dentina
hipermineralizada que se deposita de forma centripeta a la
luz del tibulo denominada dentina peritubular. Esta, a
diferencia de la dentina intertubular, presenta una matriz

organica rica en glucosaminglicanos pero pobre en
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colageno. El odontoblasto continba produciendo esta
dentina durante toda la vida y, con el tiempo, puede llegar a
obturar el tubulo dentinario (Gémez de Farraris y Campos
Mufioz, 2009).

En funciéon de cuando se deposita podemos distinguir tres

tipos de dentina:

I. Dentina primaria: es la primera que se deposita y
conforma el cuerpo del diente. En ella se distingue
una primera capa externa de 20-22 um de grosor,
llamada dentina del manto, compuesta por una
matriz de gruesas fibras de colageno y sustancia
fundamental ligeramente menos mineralizada que el
resto de la dentina. La mineralizacion de su matriz
se produce a partir de las vesiculas matriciales,
vesiculas intracelulares donde el fosfato calcico
cristaliza en forma de hidroxiapatita y que al ser
liberadas por el odontoblasto sirven de nucleos de
calcificacion. A continuacion se observa una dentina,
denominada dentina circumpulpar, compuesta por
una matriz organica con fibras de colageno muy
finas (0.05 um de didmetro) que presenta un mayor
grado de mineralizacion. El proceso de
mineralizacion en esta dentina difiere del de la

dentina del manto, pues la formacién de los cristales
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de hidroxiapatita se produce de manera extracelular,
formandose los llamados calcosferitos, que actuan
como centros de mineralizacion. Durante el proceso
los odontoblastos liberan los metabolitos sobre la
matriz organica, de manera que los calcosferitos van
aumentando de tamafio y fusionandose hasta
mineralizarse toda la matriz.

Dentina secundaria: una vez completada la
formaciéon de la corona y, posteriormente, la de la
raiz, los odontoblastos contindan depositando
dentina durante toda la vida tanto en la camara
pulpar como en los conductos radiculares, pero a un
ritmo mucho menor y de forma heterogénea, lo que
provoca una reduccién progresiva del volumen del
tejido pulpar conocida como recesién pulpar. En la
dentina secundaria se puede observar ademas un
cambio en la direccion y en la distribucion de los
tubulos dentinarios respecto a la dentina primaria
(Nanci, 2013).

Dentina terciaria: como respuesta a un estimulo
nocivo (caries, trauma oclusal, ...), los odontoblastos
afectados producen una dentina diferente a las
anteriores. [Esta dentina se deposita mas
rapidamente, presenta unos tubulos dentinarios
escasos e irregulares y puede contener células

incluidas que han quedado rodeadas por la matriz
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mineralizada. Este estimulo nocivo puede inducir a
los odontoblastos primitivos a producir dentina con
mayor rapidez, en cuyo caso hablariamos de dentina
reactiva. Pero también puede producirse la muerte
de los odontoblastos primitivos, con lo que la nueva
dentina seria sintetizada por una generacion distinta
de odontoblastos diferenciados a partir de las células
madre de la pulpa, en cuyo caso hablariamos de
dentina reparativa (Gomez de Farraris y Campos
Mufioz, 2009).

La dentina se encuentra separada de la pulpa por una capa
de 25-30 um de matriz organica producida por los
odontoblastos que todavia no se ha mineralizado,

denominada predentina (Nanci, 2013).
1.2.1.3. Pulpa

La pulpa es el unico tejido blando del diente y es una
variedad especializada de tejido conjuntivo muy
vascularizado y ricamente inervado, en el que encontramos
varios tipos celulares rodeados por una matriz intercelular

rica en fibras colagenas y reticulares.

Dentro de la variedad celular que encontramos destacan
los odontoblastos, unas células postmitéticas altamente
diferenciadas responsables de la sintesis de la dentina.
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Embriologicamente  estas  células  provienen  del
ectomesénquima que origina la papila dentaria durante la

odontogénesis (Ruch, 1998).

Morfologicamente, los odontoblastos son células
prismaticas altas, unidas unas a otras por complejos de
unién, que presentan una prolongacion unica y larga en el
polo apical, con pequefias ramificaciones laterales,
denominada proceso odontoblastico o fibora de Tomes.
En su citoplasma observamos un nudcleo redondo y
voluminoso, con la cromatina dispersa y desplazado hacia
el polo basal, un reticulo endoplasmatico rugoso y un
complejo de Golgi muy desarrollados, asi como gran
cantidad de mitocondrias y vesiculas. A nivel del proceso
odontoblastico encontramos un citoesqueleto reforzado por
abundantes microttbulos y microfilamentos, asi como la

ausencia de organulos principales.

Es importante destacar que esta descripcion sirve para los
odontoblastos que encontramos en la corona, pues a
medida que descendemos por la raiz hacia el apice del
diente la morfologia de estas células cambia
sustancialmente, reduciendo su tamafo y pasando a tener

un aspecto cuboide e incluso aplanado cerca del apice.

Otro factor que puede modificar la morfologia del

odontoblasto es el estado de actividad funcional en el que
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se encuentra la célula. En los periodos de reposo la célula
presenta un aspecto aplanado con un citoplasma escaso,
mientras que en los periodos de actividad observamos una
célula grande con sus organulos bien desarrollados
(Gémez de Ferraris y Campos Mufioz, 2009).

Polanzed nucleus rER Golgi  Junctional complex Pertubular
dentin

S I T T T
Call-ich Cell-frea Odontoblast layer Pradentin Mineralization

Figura 9. Odontoblastos en la pulpa dentaria marginal. De Nanci, 2013.

En el tejido pulpar se pueden observar cuatro capas bien
diferenciadas:
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Capa odontoblastica: en ella se encuentran los
cuerpos celulares de los odontoblastos formando
una capa a modo de empalizada similar a un epitelio
pseudoestratificado. Por debajo de ellos
encontramos las células de Hohl, que proceden de
la altima division de las células
ectomesenquimaticas que originan los odontoblastos
y cuya funcion es actuar como pool de reserva.
Capa subodontoblastica u oligocelular de Weil: con
escasa celularidad pero muy rica en fibras
reticulares, vasos sanguineos y fibras nerviosas. Se
observa principalmente en la zona coronaria. En ella
las fibras reticulares, producidas por los fibroblastos
de las capas adyacentes, forman el llamado plexo de
von Korff. Asimismo, las fibras nerviosas forman un
plexo extenso préximo a la zona basal de los
odontoblastos denominado plexo de Raschkow.
Capa rica en células: en ella encontramos una gran
densidad celular, principalmente fibroblastos vy
células pulpares de reserva, asi como otros tipos
celulares (macréfagos, células dendriticas, linfocitos,
).

Pulpa central: formada por una variedad de tejido
conjuntivo laxo muy vascularizado y ricamente
inervado, presenta una proporcién equilibrada de

células, principalmente fibroblastos, fiboras vy
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sustancia fundamental rica en mucopolisacaridos y
proteoglucanos (Berkovitz, 1992).

Figura 10. Corte
longitudinal de un canal
radicular.

1: Dentina.

2: Predentina.

3: Capa odontoblastica.
4: Capa
subodontoblastica.

5: Capa rica en células.
6: Pulpa central.

Azul de Toluidina.

20x, aumentos

originales.

Asi pues, los odontoblastos, que son las células
encargadas de la sintesis y el mantenimiento de la dentina,
aunque conservan su prolongacion celular dentro de la
dentina mantienen la mayor parte de su citoplasma en la
pulpa. Esto supone que la nutricion y la capacidad de
reparacion, ademas de la sensibilidad y las demas
caracteristicas que hacen que la dentina sea un tejido vivo,
provienen de la pulpa, por lo que en la actualidad hablamos
de complejo dentinopulpar en referencia a esa unidad
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biologica y funcional que forman la dentina y la pulpa, si
bien con caracteristicas histolégicas muy diferentes

(Goémez de Ferraris y Campos Mufioz, 2009).

1.2.2. Estructura del periodonto

El periodonto estd formado a su vez por tres tejidos:

cemento, ligamento periodontal y hueso alveolar.

1.2.2.1. Cemento

El cemento es el tejido duro y avascular que recubre la
superficie de externa de la dentina radicular. Se compone
de una matriz organica (25%) rica en colageno tipo I,
proteoglucanos y glucosaminglicanos, y mineralizada
(65%). En el interior de este tejido mineralizado podemos
encontrar algunas células, llamadas cementocitos,
situados en pequefias lagunas o cementoplastos que se
comunican con la superficie externa a través de canaliculos
calcéforos que permiten la difusibn de los nutrientes

necesarios para la pervivencia de estas células.

El cemento es producido por los llamados
cementoblastos, células cuboideas que se disponen
formando una monocapa mas o menos continua en la
superficie externa del cemento, por lo que en realidad no se

encuentran en el cemento sino en el ligamento periodontal.
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En un diente adulto erupcionado normal podemos

encontrar tres tipos de cemento:

Cemento acelular afibrilar: se encuentra cerca de
la linea amelocementaria y no presenta fibras de
colageno ni cementocitos. Las células que lo
producen no han sido todavia identificadas y no
interviene en el anclaje del diente al ligamento
periodontal.

Cemento acelular de fibras extrinsecas o
primario: lo encontramos en el tercio cervical de
diente y se deposita lentamente desde los inicios de
la formacion radicular hasta que el diente erupciona.
No contiene cementocitos y durante su formacién
envuelve los gruesos haces de fibras producidas por
los fibroblastos del ligamento periodontal adyacente,
anclandolos al diente.

Cemento celular de fibras intrinsecas o
secundario: se localiza en los tercios medio y apical
del diente y se deposita a mayor velocidad a partir
de la erupcion dentaria. Sus componentes, incluidas
las fibras, son producidos enteramente por los
cementoblastos. Debido a que se deposita a mayor
velocidad, algunos cementoblastos quedan
atrapados dentro de la matriz, transformandose en

cementocitos. Este tipo de cemento continda
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creciendo por aposicion durante toda la vida, lo que
provoca que su grosor aumente progresivamente a
lo largo de la vida, principalmente en la zona apical
del diente (Nanci, 2013).

I

Figura 11. Raiz dentaria.
1: Cemento secundario.
2: Dentina.

3: Conexidn
cementodentinaria. 4:
Cementoplasto.

Corte por desgaste.

10x, aumentos

originales.

1.2.2.2. Ligamento periodontal

El ligamento periodontal es una variedad especializada de
tejido conjuntivo denso, muy rico en fibras colagenas y
elasticas, pero a su vez muy vascularizado e inervado. Su
espesor es de 0.2-0.15 mm, y actia como elemento de

anclaje entre el cemento y el hueso alveolar.
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Las fibras se agrupan en haces gruesos, denominados
fibras principales, que se disponen orientados en los
diferentes ejes del espacio y que penetran tanto en el

cemento como en el hueso alveolar.

Entre las fibras encontramos una gran variedad celular:
fibroblastos, cementoblastos, osteoblastos,
cementoclastos, osteoclastos, leucocitos, restos de la vaina
de Hertwig (llamados restos epiteliales de Malassez) y

células madre.

Figura 12. Diente y
periodonto.

1: Hueso alveolar.

2: Fibras del ligamento
periodontal.

3: Cemento.

4: Dentina.

5: Osteoblastos.

6: Cementoblastos.
Tricémico de Masson.
40x, aumentos

originales.
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1.2.2.3. Hueso alveolar

El hueso alveolar estd compuesto por una delgada capa de
tejido 6seo compacto. Se forma al mismo tiempo que el
ligamento periodontal, de manera que los osteoblastos
depositan el osteoide sobre los haces de fibras producidas
por los fibroblastos del ligamento periodontal y, al
mineralizarse, estos haces quedan firmemente anclados en
él. Estas fibras del ligamento periodontal que penetran en

el hueso alveolar se denominan fibras de Sharpey.

Figura 13. Diente y
periodonto.

1: Dentina.

2: Cemento.

3: Ligamento periodontal.
4: Hueso alveolar.

Azul de toluidina.

20x, aumentos originales.

Normalmente esta compuesto por dos capas corticales de
hueso compacto, externa o peridstica e interna o

perioddéntica, entre las que encontramos una cantidad
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variable de hueso esponjoso. La cortical perioddntica,
también llamada hueso fascicular, consiste en una fina

lamina cribosa perforada por las fibras de Sharpey.

Su presencia esta totalmente condicionada por el ligamento
periodontal: se forma a medida que se desarrollan la raiz
del diente y el ligamento periodontal que la envuelve y sufre
un proceso de atrofia hasta desaparecer si el diente se
pierde (Lindhe et al., 2009).
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1.3. Patologia dentaria y peridentaria

Dentro de la patologia que afecta a los tejidos dentarios y
peridentarios hay que destacar dos entidades, la caries y la

enfermedad periodontal destructiva, por varias razones:

I. Los estudios epidemiolégicos realizados en
diferentes poblaciones de todo el mundo reflejan
altos indices de prevalencia.

II.  Ambas patologias cursan con destruccion de los
tejidos dentarios y/o peridentarios y, finalmente, si
no se aplica el tratamiento adecuado, pueden
causar la pérdida total del diente.

[ll. La alta repercusion econdémica sobre la poblacion
y sobre el sistema sanitario, derivada del
tratamiento de estas patologias y de sus secuelas

sobre el aparato estomatognatico.

1.3.1. La caries dental

La caries es fundamentalmente wuna enfermedad
microbiana que afecta a los tejidos calcificados del diente,
empezando primero con una disolucién localizada del
componente inorganico en la superficie dental mediante
acidos de origen bacteriano, hasta llegar a la
desintegracion total de la matriz organica (Menaker, 1986).

Por lo general, es un proceso intermitente que evoluciona
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siguiendo un patron discontinuo de fases de remision y

recidiva de duracion variable.

Actualmente se considera una enfermedad multifactorial,

en la que deben concurrir dos factores asociados:

Bacterias: los estudios realizados en humanos han
proporcionado pruebas de que el Streptococcus mutans
esta asociado al origen del proceso cariogénico, si bien
también hay evidencias de que puede haber otros
gérmenes asociados (Streptococcus sangquis,
Actinomyces viscosus, ...). Asi mismo, numerosos
estudios realizados con animales gnotobidticos han
demostrado la implicacion de las bacterias en la génesis
del proceso carioso (Fitzgerald et al., 1986).

Carbohidratos: algunos gérmenes presentes en las
lesiones cariosas (Streptococcus mutans) tienen
capacidad para producir cantidades importantes de
acido lactico a partir de glucosa, fructosa o sacarosa.
Estudios realizados en poblaciones de diferentes partes
del mundo han asociado las dietas ricas en

carbohidratos con una mayor incidencia de caries.

1.3.1.1. Epidemiologia

Segun publicé la Organizacion Mundial de la Salud (WHO)

en su boletin sobre enfermedades orales en 2005, la
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prevalencia de la caries dental es del 60-90% en los nifios
en edad escolar y de casi el 100% en los adultos en la
mayoria de los paises desarrollados (Petersen et al., 2005).
En la Comunidad Valenciana, segun el estudio realizado
por Eustaquio y colaboradores en 2010, la prevalencia de
caries en adultos de 35-44 afios es del 92.2% y en los de
65-74 anos del 98.3%.

1.3.1.2. Histopatologia

La caries, aunque tiene varias formas de presentacion, en

general evoluciona siguiendo un patron comun:

I. Lesioén inicial o caries del esmalte: en una primera
fase, la caries afecta al tejido méas superficial, el
esmalte. Inicialmente se observa una
desmineralizacion subsuperficial que con el tiempo
se hace mas grande y profunda. La destruccién de la
matriz mineral continla hasta que la lesién
finalmente se cavita al colapsarse la capa superficial,
lo que la deja expuesta a la invasion bacteriana.

. Caries de la dentina: al avanzar el proceso
cariogénico se produce una afectacién de la dentina
mucho antes de que se produzca la cavitacion del
esmalte. Una vez la caries alcanza la dentina, en
ella se observa una zona de dentina infectada por

las bacterias de la placa, seguida de una zona de
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dentina afectada que sufre una desmineralizacién
parcial pero que mantiene su morfologia intacta
(Massler, 1967). Mas en profundidad normalmente
se observa una zona hipermineralizada.

lll.  Afectacion pulpar: las toxinas producidas por las
bacterias, al penetrar por los tubulos dentinarios,
pueden desencadenar un proceso inflamatorio en el
tejido pulpar. Estas mismas toxinas pueden
estimular a los odontoblastos a producir dentina
terciaria. La agudizacién del proceso inflamatorio
pulpar puede llegar a desencadenar una necrosis,
con la consiguiente destruccion de todo el tejido
pulpar. Finalmente, la progresion de la destruccion
del tejido dentinario puede alcanzar a la camara
pulpar, con su consiguiente exposicion a la cavidad

bucal e invasién por la placa bacteriana oral.

caries de esmalte caries de la dentina afectacion pulpar
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absceso periodontal

Figura 14. Histopatologia de la caries. De Dreamstime.com.

39



Tesis Doctoral Santiago Peydré Tomas

1.3.2. La enfermedad periodontal destructiva

La enfermedad periodontal destructiva o periodontitis es
una enfermedad infecciosa inducida por bacterias que se
acumulan en el margen gingival, en la cual determinadas
bacterias gram-negativas provocan una serie de respuestas
inflamatorias aberrantes en los tejidos periodontales. Estos
microorganismos poseen numerosos y potentes factores
patdgenos dirigidos a neutralizar los mecanismos de
defensa del huésped y a destruir los tejidos periodontales
(Amano, 2010).

1.3.2.1. Epidemiologia

Segun publicé la Organizacion Mundial de la Salud en su
boletin sobre enfermedades orales en 2005, los datos
recopilados sobre la salud oral global indican que las
manifestaciones de la enfermedad periodontal tienen una
alta prevalencia en todo el mundo. La enfermedad
periodontal en su forma mas avanzada (periodontitis
severa), que puede ocasionar la pérdida del diente, se
observa en el 5-20% de adultos en muchas poblaciones de

todo el mundo (Petersen et al. 2005).

En la Comunidad Valenciana, segun el estudio realizado
por Eustaquio y colaboradores en 2010, en adultos de 35-

44 anos el porcentaje de individuos sin afectacion
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periodontal (en cualquiera de sus grados) es del 13%,

mientras que en los de 65-74 afos es Unicamente del

5.5%.

1.3.2.2. Histopatologia

La evolucion de la periodontitis comprende una serie de

estadios:

Lesion gingival inicial: a las 24 horas de la
acumulacion de placa bacteriana en el surco
gingival ya son evidentes cambios en la encia
derivados del inicio del proceso inflamatorio. Se
aprecia una dilatacion vascular que conlleva un
incremento de la permeabilidad vascular y un
aumento del liquido crevicular, asi como un
aumento de la poblacién de neutréfilos y linfocitos
atraidos por la liberacion de factores
quimiotacticos.

Lesién gingival temprana: se observa siete dias
aproximadamente después de la acumulacién de
placa bacteriana en el surco gingival y se
caracteriza por un aumento del lecho
microvascular del corion gingival y del infiltrado
inflamatorio, compuesto principalmente  por
neutréfilos y linfocitos. Paralelamente se produce

una degeneracion de los fibroblastos que permite
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una mayor infiltracién leucocitaria, asi como una
proliferacion de las células basales de los epitelios
del surco y de unién. La duracién de esta fase de
la patologia es variable (Takahashi et al., 1995).
Lesidon gingival establecida: se produce un
aumento del proceso inflamatorio, con incremento
del exudado liquido y del infiltrado leucocitario en
el que se observa la presencia de plasmocitos, y
que clinicamente se traduce en un tejido gingival
con una tumefaccion edematosa. El epitelio de
unién continda proliferando y se rompe su unién
con la superficie dentaria y en él se observa una
fuerte infiltracion de neutrofilos. Este tipo de lesion
puede mantenerse estable durante meses e
incluso afios, o0 evolucionar a lesiones
periodontales mas destructivas (Lijlinberg et al.,
1994).

Lesion gingival/periodontal avanzada: en esta
lesion el infiltrado inflamatorio se extiende lateral y
apicalmente y en él se observa un predominio de
plasmocitos. Ademéas se aprecia una destruccion
tisular que afecta al epitelio de union, el cual migra
apicalmente, al corion, que pierde gran parte de
las fibras, e incluso al hueso alveolar (Lindhe et al.,
2009).
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Escasa migracion : Aumento de
neutrofila continua H Colonizacion migracion de
hacia la parte H microbiana neutrdfilos y
coronaria del epitelio proliferacion del
de unién y la hendidura epitelio de union
s
>
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Tejido conectivo
infiltrado Infiltrado incrementado
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Monocitos/macrofagos, linfocitos monocitos/macréfagos
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v constituyen > 50%
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constituyen el 10-30%
Gingivitis establecida Periodontitis

Figura 15. Representacidon esquematica de los cambios que aparecen
en los tejidos gingivales durante la evoluciéon de la enfermedad
periodontal. De Lindhe et al., 2009.
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1.4. Terapéutica odontolégica: estado

actual

Como se ha explicado anteriormente, las dos patologias
mas frecuentes en la clinica odontoldgica, la caries y la
enfermedad periodontal, cursan con afectacion vy
destruccion de los tejidos. Tras estos procesos, patologicos
los tejidos dentarios y peridentarios poseen una escasa o
nula capacidad de cicatrizacion/regeneracién, lo que

condiciona enormemente el enfoque terapéutico.

1.4.1. Tratamiento de la caries dental

Debido a que el proceso carioso cursa con la destruccion
de los tejidos dentarios y a la nula capacidad intrinseca de
cicatrizacion o regeneracion de éstos tejidos, la terapéutica
actual se centra en la eliminacion de los tejidos dafiados e
infectados y en la reconstruccién de la morfologia original
del diente mediante materiales sintéticos como la

amalgama de plata o las resinas compuestas.

En caso de que el proceso carioso afecte no solo a los
tejidos duros del diente, sino también a la pulpa dentaria, y
esta afectacion produzca una lesion irreversible en este
tejido, el tratamiento habitual es la eliminacién de todo el
tejido pulpar afectado, la desinfeccién de la cdmara pulpar
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y los conductos radiculares y el posterior sellado de éstos
mediante un material plastico (gutapercha) y un cemento

biocompatible (Barrancos Mooney, 2006).

Asi pues, actualmente la imposibilidad de generar de nuevo
los tejidos duros dentarios, ya sea de forma natural o de
forma artificial, limita las posibilidades terapéuticas e impide

la restitucion de la arquitectura original del diente.

1.4.2. Tratamiento de la enfermedad periodontal

Puesto que la enfermedad periodontal es un proceso
fundamentalmente infeccioso, la terapéutica inicialmente se
centra en la eliminacién del foco infeccioso, es decir, la

placa bacteriana y el calculo.

Una vez eliminado el foco infeccioso, el periodonto posee
una gran capacidad de cicatrizacion, desapareciendo el
proceso inflamatorio generado alrededor del surco gingival,
y generandose un nuevo anclaje dentogingival. Sin
embargo, la capacidad intrinseca de regeneracién de los
tejidos periodontales es muy desigual, siendo muy reducida

en el caso del hueso alveolar.

Teniendo en cuenta que las lesiones derivadas de la
enfermedad periodontal desencadenan una destruccion del

hueso alveolar, el gran objetivo de la terapéutica
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periodontal actual es conseguir la regeneracién de esta
parte del periodonto. Para ello, se estan desarrollando y
aplicando una serie de técnicas que se aprovechan de los

avances conseguidos en materia de ingenieria de tejidos.

La estrategia utilizada en la llamada Regeneraciéon Tisular
Guiada (RTG) consiste en el uso de membranas
biocompatibles reabsorbibles (colageno) o no reabsorbibles
(Gore-tex®), como elemento barrera que impide la invasion
de las células epiteliales de la encia, y biomateriales que
estimulen la osteosintesis en la zona periodontal, o que
estad dando buenos resultados en algunos casos (Lindhe et
al., 2009).

Otra de las técnicas empleadas actualmente es el uso de
proteinas del esmalte como elemento inductor de la
cementogénesis, lo que permite el anclaje de nuevas fibras
de colageno sobre la raiz dentaria, 1o que a su vez estimula

la neoformacién de hueso alveolar (Bosshardt, 2008).

Ambas estrategias estan dando buenos resultados pero
Unicamente en casos determinados, limitando en gran
medida las posibilidades terapéuticas aplicables a la gran

mayoria de las lesiones periodontales.
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1.5. Ingenieria tisular

El desarrollo de las técnicas necesarias para la extraccion,
caracterizacion y cultivo de las células madre del
organismo se ha venido realizando desde hace décadas.
Un ejemplo es el trabajo realizado por Friedenstein y
colaboradores, quienes ya en 1976 estudiaron el
comportamiento in vitro de células madre mesenquimaticas
provenientes de la médula 6sea y el bazo de cobayas en

cultivos monocapa.

El descubrimiento y caracterizacion en la década de 1980
de las células madre embrionarias de raton vy
posteriormente de otras especies, incluida la humana, abrio
un gran abanico de posibilidades en cuanto a la
investigacion en biologia celular (Notarianni y Evans, 2006).

Esto condujo al desarrollo de diferentes procedimientos
para poder estimular y dirigir artificialmente el proceso de
diferenciacion de las distintas células madre descubiertas.
Por ejemplo, Bennet y colaboradores (1991) cultivaron
células de la médula ésea y modificando el medio de cultivo
consiguieron dos tipos de colonias: fibroblasticas y
adipociticas. Ambos tipos celulares, al ser implantados en
ratones formaron, tras cuatro semanas, nucleos de tejido

osteogénico.

47



Tesis Doctoral Santiago Peydré Tomas

Concretamente en el diente, como ya se ha expuesto
anteriormente, en el tejido pulpar, entre las diversas
poblaciones celulares que lo forman, encontramos células
ectomesenquimaticas de reserva. Estas células provienen
del ectomesénquima embrionario y durante el desarrollo
fetal migran desde las crestas neurales hacia el primer arco
branquial, previo al inicio de la odontogénesis. Alli inician la
formacion del germen dentario induciendo al ectodermo a
diferenciarse y formar la lamina dentaria que da origen al
organo del esmalte. Estas células ectomesenquimaticas
por su parte dan origen al complejo pulpodentinario,
diferenciandose en los principales tipos celulares que
forman estos tejidos: odontoblastos que producen la
dentina y fibroblastos que producen las fibras y la sustancia
fundamental de la pulpa. En el diente adulto, a pesar del
paso de los afios, encontramos una poblacién residual de
estas ceélulas ectomesénquimaticas pluripotenciales con
capacidad de diferenciarse en varios tipos celulares, que
permite cierta capacidad de reparacion y/o regeneracion
del tejido pulpar y de la dentina. Actualmente estas células
se denominan DPSC (dental pulp stem cells o células
madre de la pulpa dental) (D’Aquino et al., 2008;
Casagrande et al., 2011).

Esto quedd demostrado por Gronthos y colaboradores

(2000), quienes a partir de tejido pulpar de terceros molares
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exodonciados aislaron, caracterizaron y cultivaron las
DPSC con éxito. A continuacion, implantaron estas DPSC
con granulos de hidroxiapatita (HA) y fosfato tricalcico
(TCP) en ratones inmunodeprimidos y, paralelamente,
implantaron BMSC (bone marrow stem cells o células
madre de la médula 6sea) también con HA 'y TCP en
ratones inmunodeprimidos. A las 6 semanas observaron
gue en las muestras con DPSC aparecieron células con
morfologia similar a odontoblastos y que habian formado
una matriz similar a la dentina sobre los granulos de
HA/TCP, mientras que en las muestras con BMSC las

células habian tomado una morfologia similar a los

osteoblastos y habian formado osteoide.

Figura 16. A: Muestra con DPSC; c: HA/TCP; d: matriz dentinaria; bv:
vasos sanguineos; od: células odontoblasticas. B: muestra con BMSC;
b: hueso; c: HA/TCP; a: adipocitos; hp: tejido hematopoyético. De
Gronthos et al., 2000.

Las DPSC han demostrado una gran capacidad de

diferenciacion en funcién del entorno biolégico en el que se
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han cultivado. Zhang y colaboradores publicaron en 2006
un estudio en el que observaron la diferenciacion neuronal,
osteogénica, condrogénica, muscular y adiposa de las
DPSC. En la tabla 1 se refleja diferentes medios en los que
se han cultivado las DPSC para inducir su diferenciacion a

distintos tipos celulares.

Diferenciacion Medio Suero Suplementos

Mercaptoetanol 10 nM,
dimetilsulféxido al 2%,
Neurogénica o-MEM - hidroxibutilanisol 200 uM
Fosfato potésico 5mM/L,
dexametasona 0.1 uM, acido
ascérbico 50 pg/mL,
Osteogénica a-MEM 10% FCS gentamicina50 pg/mL
Isobutil-metilxantina 0.5 mM,
dexametasona 1 uM, insulina 10
1M, indometacina 200 uM,
Adipogénica o-MEM 10% FCS gentamicina 50 pg/mL

dexametasona 0.1 uM,
hidrocortisona 50 uM,
Miogénica a-MEM 10% FCS gentamicina 50 pg/mL

Tabla 1. Se representan los diferentes suplementos afiadidos al medio
de cultivo para inducir la diferenciacién de las DPSC. a-MEM: a -
Minimum Essential Medium de Eagle. FCS: Suero fetal bovino. De
Zhang et al., 2006.

La presencia de diferentes poblaciones de células madre
en los distintos tejidos dentarios y peridentarios quedd

patente en el estudio publicado por Jo y colaboradores

50



Introduccion

(2007). En este estudio, a partir de terceros molares
incluidos extraidos por motivos ortodoncicos a individuos
jovenes (18-35 afios), en los que la formacioén de la raiz no
se habia completado, se separaron los restos de tejido
periodontal adherido a la raiz dentaria, la papila apical de la
raiz en formacion y el tejido pulpar de estos dientes. A
partir de estos tejidos se consiguid aislar, cultivar y
caracterizar las células madre del ligamento periodontal
(periodontal ligament stem cells o PDLSC), de la papila
apical (PAFSC) y de la pulpa dental (DPSC).

En la actualidad, la capacidad de las células madre para
formar de nuevo los tejidos dentarios es uno de los

aspectos que despierta mas interés en su estudio.

Por ejemplo, Cordeiro y colaboradores en 2008, a partir de
dientes caducos exfoliados, consiguieron aislar, cultivar y
caracterizar las células madre de la pulpa dental de dientes
deciduos (SHED), y estudiar su capacidad para regenerar
el tejido pulpar sembradas con células endoteliales
(HDMEC) en matrices de PLLA (acido polilactico)
implantandolos en el dorso de ratones inmunodeprimidos.
A los 14-28 dias se observé un tejido similar a la pulpa
dental, con una capa de células similares a odontoblastos
en contacto con la predentina. En las muestras control (s6lo

SHED) se observo un tejido conjuntivo con algunas células
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similares a odontoblastos, pero con un menor grado
diferenciacion. Sin embargo, las muestras con SHED vy
HDMEC no presentaron un tejido con mayor densidad

vascular capilar que las de SHED sdlo (figura 18).

SHED SHED + HDMEC
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Figura 17. Organizacién de la capa de células odontoblasticas en las
muestras y los controles. A: muestra con SHED, B: muestra con SHED
y HDMEC; C: pulpa normal; D: muestra con SHED y HDMEC tefiida
con el anticuerpo inespecifico. Deteccion inmunohistoquimica de

sialoproteina dentinaria. De Cordeiro et al., 2008.

Otro trabajo que demuestro la potencialidad de las DPSC
es el publicado por Ferroni y colaboradores en 2015. En él

se cultivaron in vitro DPSC en matrices de hialuronato
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impregnadas con factores inductores neurogénicos, gliales,
endoteliales y osteogénicos, El andlisis inmunohistoquimico
de las muestras reveld que tras tres semanas de cultivo las
DPSC expresaron marcadores celulares tipicamente
endoteliales, gliales, neuronales y osteo/odontogénicos, lo
gue confirmo la capacidad de las DSPC de diferenciarse
hacia cualquiera de las principales tipos celulares que

encontramos en el tejido conjuntivo pulpar.

Asi pues, en los Ultimos afios han sido multiples los
trabajos publicados en los que se ha estudiado el
comportamiento en diferentes entornos biologicos de las
células madre presentes en los tejidos dentarios y
peridentarios y su capacidad para regenerar los tejidos
dafiados, asi como distintas vias para inducir su

diferenciacion y estimular su actividad secretora.

Poder entender los mecanismos celulares implicados en los
procesos de regeneracion tisular del organismo es crucial
para poder desarrollar alternativas terapéuticas seguras,
predecibles y efectivas que nos permitan mejorar las
empleadas actualmente en las patologias que afectan al

diente y a los tejidos periodontales.
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1.6. Hipotesis

Las células madre de la pulpa dental (DPSC) han
demostrado, en los estudios en los que se han empleado,
una gran capacidad proliferativa y la posibilidad de
diferenciarse en distintos linajes celulares en funcion de las
condiciones del cultivo, lo que las sitla como una

alternativa valida para la regeneracion de diversos tejidos.

En el organismo los tejidos dentarios mineralizados, por su
composicion y estructura tridimensional, podrian actuar
como agentes inductores de la proliferacion y la
diferenciacion de las células madre presentes en los tejidos
gue los rodean, estimulando los procesos regenerativos

cuando se produce un dafio tisular.

En el presente trabajo hemos estudiado el comportamiento
de las DPSC humanas en contacto con matrices
tridimensionales de tejido dentario acelular y no

desmineralizado, compuestas por dentina y cemento.

El propdsito de la investigacion fue valorar la capacidad
inductora de la dentina y el cemento sobre la diferenciacion
de las DPSC humanas, asi como la potencialidad de dichas
células para diferenciarse en células formadoras de estos

tejidos.
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1.7. Objetivos

Para la realizacién de nuestro modelo experimental se han

establecido los siguientes objetivos:

Obtener, cultivar y caracterizar células madre de la

pulpa dental (DPSC) humanas.

Estudiar la  proliferacion, organizacion y
diferenciacion in vitro de las DPSC humanas en
presencia de matrices de origen dentario.

Desarrollar un protocolo de estudio y procesado de
las muestras que nos permita el analisis a
microscopia Optica y a microscopia electronica de la
proliferacion y la diferenciacion de las DPSC en

contacto con las matrices dentarias.

Analizar la influencia sobre el comportamiento y la
diferenciacion de las DPSC del empleo de un medio

de cultivo enriquecido con acido ascorbico.

Estudiar las consecuencias del tratamiento de la
superficie de las matrices dentarias mediante
hipoclorito sédico en la proliferacion y diferenciacion
de las DPSC.
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VI.

VII.

56

Valorar la proliferacion y la diferenciacion de las
DPSC en funcion del tiempo que han sido cultivadas

en presencia de matrices de origen dentario.

Analizar la influencia de la composicion y la
estructura tridimensional de las diferentes superficies
gue presentan las matrices dentarias sobre la

proliferacion y la diferenciacién de la DPSC.
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Materiales y métodos

Para la realizacion del presente trabajo se emplearon dos
poblaciones de células madre de la pulpa dental (DPSC),
obtenidas cada una de ellas a partir del tejido conjuntivo
pulpar de un tercer molar exodonciado diferente. Las
muestras de tejido conjuntivo pulpar extraido de estos dos
terceros molares se denominaron pulpa 1 y pulpa 2

respectivamente.

Las células obtenidas se cultivaron en presencia de
matrices de origen dentario, realizandose estos cultivos en
dos fases. En un primer estudio, denominado Estudio
Preliminar, se hizo una primera aproximacion en la que se
probé una metodologia y se estudiaron una serie de

parametros por primera vez.

Una vez analizados los resultados obtenidos en el Estudio
Preliminar se realiz0 un nuevo estudio, denominado
Ensayo Optimizado, donde se introdujeron algunas
modificaciones en la metodologia y en los parametros
estudiados con el fin de confirmar los hallazgos observados
y optimizar los resultados obtenidos en el Estudio

Preliminar.
Tanto en el Estudio Preliminar como en el Ensayo
Optimizado la poblacion de DPSC empleada en los cultivos

celulares fue la obtenida a partir de la pulpa 1. Sin embargo
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se llevé a cabo el proceso de obtencion, cultivo y
caracterizacion de las DPSC una segunda vez a partir de la
pulpa 2, con el objetivo de confirmar los resultados

obtenidos con la pulpa 1.

La caracterizacibn mediante citometria de flujo de las
células obtenidas de la primera muestra de tejido conjuntivo
pulpar se realiz0 tras su crioconservacion, mientras que la
de la segunda se realizé antes de crioconservarlas. De esta
manera se pudo comprobar si el proceso de
crioconservacion alter6 o no su potencialidad y su

expresion genética.
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2.1. Células madre de la pulpa dental

2.1.1. Obtencién

Para la obtencion de las DPSC se extrajo el tejido pulpar de
un tercer molar inferior exodonciado por motivos
ortodéncicos de un vardén de 32 afios de edad. Se eligid
esta pieza dentaria debido a que presenta con frecuencia
una camara pulpar muy voluminosa con gran cantidad de
tejido conjuntivo de la pulpa dentaria y a que son piezas
que se extraen habitualmente en la clinica dental. El tejido

conjuntivo pulpar obtenido se denomind como pulpa 1.

Se obtuvo una segunda muestra de tejido conjuntivo pulpar
a partir de un tercer molar superior extraido de un varén de

23 afios, que fue denominada como pulpa 2.

El procedimiento seguido en ambos casos fue el mismo.
Tras exodonciar el diente, se lavo la superficie de la corona
y las raices con suero fisioldgico, eliminando los restos de
sangre y saliva. Mediante una fresa fina de diamante y una
turbina con refrigeracion, se hizo un corte a nivel de la linea
amelocementaria perpendicular al eje mayor del diente, sin
llegar a alcanzar la camara pulpar pero dejando un espesor
fino de dentina remanente. Se separ6 la corona de la raiz

mediante una gubia, con lo que quedo la camara pulpar al
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descubierto. El acceso a la camara pulpar se completd
eliminando los restos del techo de la camara pulpar
mediante una pinza. Utilizando una cucharilla y un
tiranervios se extrajo el tejido pulpar de la cAmara y los
conductos pulpares (ver figura 18). El tejido pulpar obtenido
se conservdO en HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution)

conteniendo estreptomicina y penicilina a 4°C hasta su

procesado.

Figura 18. Obtencién de la pulpa 18. A: tercer molar inferior exodonciado. B: se
limpi6 la superficie de la corona y la raiz, y se realiz6 un corte transversal a la
altura de la linea amelocementaria. C: se separé la corona del resto del diente,
dejando al descubierto la camara pulpar. D: se extrajo el tejido conjuntivo pulpar

mediante una cucharilla.

62



Materiales y métodos

Para aislar las DPSC se proceso el tejido pulpar siguiendo
la siguiente secuencia. Se centrifugd la muestra (100xg, a
18°C, 10 minutos) y, realizando las manipulaciones en
condiciones de asepsia dentro de una cabina de flujo
laminar, se retir0 el sobrenadante y se afiadid a la muestra
presente en el sedimento 1 mL de colagenasa tipo | (6
mg/mL en HBSS a 20°C) y 1 mL de dispasa (8 mg/mL en
HBSS a 20°C), previamente esterilizadas por filtracion. La
suspensién se trasvasé a un tubo de 15 mL estéril y se
incubd durante 60 minutos a 37°C, agitandolo ligeramente
cada 15 minutos. Tras la incubacion, la suspension de la
pulpa digerida se pasoé por un filtro celular “cell strainer’ de
70 um de tamafo de poro con el fin de separar las células
liberadas de los otros componentes fibrosos de la matriz
conjuntiva. El material retenido en el filtro se lavé afiadiendo
medio de cultivo base, a fin de maximizar la cantidad de
células recogidas en el fluido filtrado. La suspension de
células recogidas tras la filtracion del tejido pulpar digerido
se sembro en placas de 60 mm de diametro a una dilucién
1% en un volumen final de 4 mL de medio de cultivo. A
continuacion las placas se incubaron a 37°C en atmésfera
de 5% de CO, y 95% de aire, saturada con vapor de agua
(humedad relativa del 100%). El medio de cultivo se renovo
cada 2-3 dias, para eliminar los restos fibrosos y celulares

necréticos presentes en las placas, asi como mantener la
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concentracion Optima de los nutrientes necesarios para el

crecimiento y la proliferacion celular.
2.1.2. Cultivo

Las placas sembradas alcanzaron un 80-90% de estado de
confluencia tras 12 dias de incubacién, momento en el cual

se realiz6 el pase 1.

Tras retirar el medio de las placas, se les afiadié 1.5 mL de
tripsina-EDTA a cada una. Se retir6 y se afiadié 0.5 mL de
tripsina-EDTA a cada pocillo, incubandose 3 minutos a
37°C. Las células resuspendidas se recogieron en 10 mL de
medio de cultivo y se centrifugd la suspensién (100xg, a
18°C, durante 10 minutos). Tras retirar el sobrenadante, las
células resuspendidas en nuevo medio se sembraron en

placas de cultivo de 100 mm de didmetro a una dilucion 1/4.

Tras 7 dias de cultivo, se realizdé el pase 2 de la placa
siguiendo el proceso anteriormente descrito para el pase 1.
Las células resuspendidas se sembraron en placas de 100

mm a una dilucién 1/4.
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2.1.3. Caracterizacion celular

2.1.3.1. Morfologia

El aspecto, adhesion y morfologia de las células cultivadas
se controlé rutinariamente mediante microscopia de

contraste de fases empleando un microscopio invertido.
2.1.3.2. Citometria de flujo

Se determind la presencia de los siguientes marcadores
mediante citometria de flujo (se especifica el fluoréforo
conjugado al correspondiente anticuerpo utilizado): CD29
(Alexa Fluor® 488), CD31 (PE/Cy7), CD44 (PE/Cy5), CD45
(Pacific Blue™), CD105 (APC) y CD146 (PE).

Como controles negativos de los marcadores detectados
(especificados entre paréntesis) se utilizaron los siguientes
anticuerpos inespecificos de raton (todos del isotipo k):
IgG1 conjugado a Alexa Fluor® 488 (anti-CD29), 1gG1
conjugado a PE/Cy7 (anti-CD31), 1gG2b conjugado a
PE/Cy5 (anti-CD44), 1gG1 conjugado a Pacific Blue™ (anti-
CD45), 1gG1l conjugado a APC (anti-CD-105) e IgG2a
conjugado a PE (anti-CD146).
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2.1.4. Conservacion

Alicuotas de células del pase 2 de las DPSC fueron
crioconservadas. Para ello, las células de cultivos
subconfluentes (al 90-95% de la densidad de confluencia)
fueron tripsinizadas y resuspendidas en medio de cultivo
segun la secuencia anteriormente descrita. La suspension
se centrifugd a 100xg, a 18°C durante 10 minutos. El
sedimento de células se resuspendié en 9 mL de suero fetal
bovino conteniendo un 10% de dimetil sulféxido (DMSO), a
una densidad de 10° células/mL y se distribuy6 en alicuotas
de 1 mL en tubos de crioconservacion de 1.5 mL. Los tubos
se colocaron en un recipiente conteniendo isopropanol para
facilitar la bajada gradual de la temperatura y se
mantuvieron durante 36 horas en un congelador a -80°C.
Finalmente las alicuotas se transfirieron a un tanque de

nitrogeno liquido donde se mantuvieron hasta su uso.
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2.2. Matrices de tejido dentario

A partir de dientes exodonciados, se obtuvieron fragmentos
de tejido dentario que presentaban diferentes superficies de
dentina y cemento dental. Los dientes seleccionados fueron
dientes no endodonciados, con la camara pulpar intacta, sin
caries y con la corona y las raices en buenas condiciones.
Se utilizaron 6 incisivos inferiores, 2 premolares inferiores, 4

molares superiores y 3 molares inferiores.

Una vez exodonciado el diente, se conservd a 4°C en
DPBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline) conteniendo
antibioticos (penicilina 100 u/mL, estreptomicina 100 pg/mL)
y Fungizona (0.25 pg/mL ) hasta su procesado.

Para preparar las muestras de tejido dentario los dientes
fueron lavados con una disolucion de clorhexidina y se
eliminaron los restos de ligamento periodontal, de placa
bacteriana y calculo dental que pudieran cubrir la raiz
dentaria utilizando un aparato de ultrasonidos (Cavitron®) y
una cureta Gracey 7/8 de periodoncia. Una vez hecho esto,
mediante una pieza de mano y un disco diamantado se
separo la corona de la raiz realizando un corte transversal a
nivel de la linea amelocementaria. También se eliminaron
los apices realizando un corte transversal a 2 mm del

extremo de cada raiz. Utilizando una fresa de diamante y
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una turbina se completd el acceso a la camara pulpar. Se

eliminaron los restos de tejido conjuntivo pulpar mediante

un tiranervios y limas de endodoncia de calibre 30 (figura
19).

Figura 19. Preparacién del diente para la obtencion de las matrices dentarias.
A: premolar superior exodonciado, en el que se han eliminado los restos de
placa bacteriana, calculo y ligamento periodontal de la superficie radicular. B: se
separa la corona realizando un corte transversal a la altura de la linea
amelocementaria. C: acceso a la camara pulpar, donde se observa el tejido
conjuntivo pulpar. D: tras limpiar la camara pulpar y los conductos radiculares

se ha procedido a eliminar todo el tejido conjuntivo pulpar.

Para eliminar los restos mas finos de tejido pulpar asi como

la capa de predentina que recubre la camara pulpar, se
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realiz6 un proceso similar al de tratamiento de conductos.
Comenzando con limas de endodoncia de calibre 15, con
las que se recorri6 todo el canal radicular hasta el apice del
diente, se fueron introduciendo secuencialmente limas de
mayor calibre, ensanchando el canal radicular y eliminando
el tejido que recubria las paredes. Para arrastrar los restos
de tejido desprendido tras pasar cada lima, y segun a qué
grupo de estudio iban destinadas las muestras, se limpio
irrigando con una disolucién de hipoclorito sodico al 5.25%
(matrices HS) o con una disolucion de clorhexidina al 0.12%
(matrices CL). Dependiendo del tamafo del conducto
radicular del diente, se utilizaron limas con un calibre

comprendido entre el 15y el 40.

Una vez preparada la superficie dentinaria, se realizaron
secciones de la raiz efectuando cortes cada 1-1.5 mm,
perpendiculares al eje mayor de la raiz, mediante una pieza
de mano y un disco diamantado. Las secciones resultantes
fueron partidas en dos o tres fragmentos, en funcién de su

tamafio, utilizando una gubia (figura 20).

Los fragmentos de tejido radicular fueron lavados durante 1
hora, las matrices HS con suero fisiolégico y las matrices
CL con solucién de clorhexidina. Tras este tiempo, en el
Estudio Preliminar las muestras empleadas se conservaron

a 4°C en DPBS conteniendo antibidticos y Fungizona
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durante 24 horas, mientras que en el Ensayo Optimizado
las muestras empleadas fueron mantenidas a 4°C y lavadas

5 veces con DPBS conteniendo antibidticos y Fungizona, a

lo largo de 72 horas.

Figura 20. Obtencion de las matrices dentarias. A: se realizaron secciones
transversales de la raiz del diente preparado y se cortaron por la mitad. B: el

grosor de estas secciones fue de 1-1.5 mm.
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2.3. Cultivo de DPSC con muestras de

tejido dentario

2.3.1. Estudio Preliminar

En este estudio se cultivaron DPSC con las matrices de
tejido dentario obtenidas segun el proceso descrito en el

apartado anterior.
Se consideraron cuatro condiciones de cultivo diferentes:

e HS-s: DPSC cocultivadas con matrices de tejido
dentario tratado con hipoclorito sédico (matrices HS),
empleando medio de cultivo sin acido ascorbico.

e CL-s: DPSC cocultivadas con matrices de tejido
dentario tratado con clorhexidina (matrices CL),
empleando medio de cultivo sin acido ascorbico.

e HS-aa: DPSC cocultivadas con matrices de tejido
dentario tratado con hipoclorito sédico (matrices HS),
empleando medio de cultivo enriquecido con acido
ascorbico.

e ClL-aa: DPSC cocultivadas con matrices de tejido
dentario tratado con clorhexidina (matrices CL),
empleando medio de cultivo enriquecido con &cido

ascorbico.
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Cada uno de los grupos consté de 32 muestras, las cuales
a su vez se separaron en cuatro subgrupos de 8 réplicas
cada uno en funcion del tiempo que se mantuvieron en
cultivo: 1 semana, 2 semanas, 4 semanas y 6 semanas. En

total se procesaron, por tanto, 128 muestras.

Para realizar los cultivos se emplearon placas de 24
pocillos, colocdndose en cada una de ellas dos subgrupos
de 8 muestras (ver tabla 2).

Tiempo de cultivo

(semanas) HS-s CL-s HS-aa ClL-aa
Placa 1 1 8 8
Placa 2 1 8 8
Placa 3 2 8 8
Placa 4 2 8 8
Placa 5 4 8 8
Placa 6 4 8 8
Placa 7 6 8 8
Placa 8 6 8 8

Tabla 2. Se muestra el nimero y el tipo de muestras dispuestas en cada una de

las placas utilizadas.

El medio de cultivo utilizado en esta fase del estudio fue el

siguiente:

e Grupos HS-s y CL-s: a-MEM enriquecido con suero
fetal bovino (FCS) al 10%, glutamina (2 mM),
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penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL) y
fungizona (0.25 pg/mL).

e Grupos HS-aa y CL-aa: a-MEM enriquecido con
FCS al 10%, glutamina (2 mM), acido ascérbico
(acido-L-ascorbico-2-fosfato) (100 uM), penicilina
(100 U/mL), estreptomicina (100 pug/mL) y fungizona
(0.25 pg/mL).

Tras descongelar las DPSC, se mantuvieron 7 dias en
cultivo. Una vez las DPSC alcanzaron una densidad del 90-
95% de la confluencia, se procedid al sembrado de las

placas del estudio.

Las células se resuspendieron mediante tripsinizacién, se
estimo la densidad de la suspension celular mediante
contaje de una alicuota con un hemocitometro y se
diluyeron con el medio de cultivo de forma que en cada
pocillo se depositaron 1.5 mL conteniendo un total de 5000
células aproximadamente. Las placas se mantuvieron a
37°C en una atmosfera de 5% de CO, y 95% de aire,
saturada con vapor de agua (humedad relativa del 100%).

El medio de cultivo se renové cada 2/3 dias.

Al finalizar el tiempo de cultivo establecido para cada uno
de los subgrupos de 8 muestras, 6 de ellas se fijaron con
formaldehido para su estudio a microscopia 6ptica y las

otras 2 con glutaraldehido para su andlisis ultraestructural.
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En cada uno de los tiempos establecidos (1, 2, 4 y 6
semanas) cada una de las muestras que se mantuvieron en
cultivo fue clasificada en funcién de la proliferacion celular y
la interaccion de las DPSC con las matrices dentarias en

una de las siguientes 5 categorias:

M: Cuando la proliferacion celular observada fue muy
baja y Unicamente se observaban células aisladas o
en pequefnos grupos.

- R: Cuando la proliferacion celular observada fue
moderada, sin que las células alcanzasen a
contactar con la superficie de la matriz dentaria.

- B: Cuando la proliferacion celular observada fue
buena, llegando las células a contactar con la
superficie de la matriz dentaria.

- MB: Cuando la proliferacion celular observada fue
muy buena, formando las células capas sobre alguna
de las superficies de la matriz dentaria.

- E: Cuando la proliferacion celular observada fue muy

buena, llegando las células a formar multiples capas

celulares que envolvian por completo la matriz

dentaria.

2.3.2. Ensayo Optimizado

Tras analizar los resultados obtenidos en el Estudio

Preliminar, se realizd6 un nuevo estudio en el que se
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optimizaron los procedimientos y la metodologia

empleados.

En este estudio se cultivaron nuevamente DPSC con
matrices de tejido dentario obtenidas segun el proceso

descrito en el apartado anterior.

Se realizaron dos grupos de cultivos diferentes:

e HS: DPSC cocultivadas con matrices de tejido
dentario tratado con hipoclorito sédico (matrices HS),
empleando medio de cultivo enriquecido con &acido
ascorbico.

e CL: DPSC cocultivadas con matrices de tejido
dentario tratado con clorhexidina (matrices CL),
empleando medio de cultivo enriquecido con &acido

ascorbico.

De cada uno de los grupos se cultivaron 64 muestras, las
cuales a su vez se separaron en cuatro subgrupos de 16
réplicas cada uno en funcién del tiempo que se mantuvieron
en cultivo: 1 semana, 2 semanas, 4 semanas y 6 semanas.

En total se procesaron, por tanto, 128 muestras.

Para realizar los cultivos se emplearon placas de 24
pocillos, colocandose en cada una de ellas un subgrupos

de 16 muestras (ver tabla 3).
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El medio de cultivo utilizado en todas las muestras fue: a-
MEM enriquecido con FCS al 10%, glutamina (2 mM), acido
ascorbico (acido-L-ascoérbico-2-fosfato) (100 uM), penicilina
(100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL) y fungizona (0.25
pg/mL).

Tras descongelar las DPSC, se mantuvieron 7 dias en
cultivo. Una vez las DPSC alcanzaron una densidad del 90-
95% de la confluencia, se procedi6 al sembrado de las
placas del ensayo empleando un protocolo analogo al

descrito en el apartado anterior.

Tiempo de cultivo

(semanas) HS CL
Placa 1 1 16
Placa 2 1 16
Placa 3 2 16
Placa 4 2 16
Placa 5 4 16
Placa 6 4 16
Placa 7 6 16
Placa 8 6 16

Tabla 3. Se muestra el nimero y el tipo de muestras colocadas en cada una de

las placas utilizadas.

Al finalizar el tiempo de cultivo establecido para cada uno
de los subgrupos de 16 muestras, 12 de ellas se fijaron con

formaldehido para el andlisis a microscopia Optica y las
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otras 4 con glutaraldehido para su posterior estudio a

microscopia electronica.

Al igual que en el Estudio Preliminar, en cada uno de los
tiempos establecidos (1, 2, 4 y 6 semanas) se empleé el
mismo sistema de clasificacion (M, R, B, MB y E) para
valorar la proliferacion celular y la interaccion de las DPSC
con las matrices dentarias en cada una de las muestras que

se mantuvieron en cultivo.
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2.4. Estudio a microscopia o6ptica

Al finalizar el tiempo de cultivo establecido para cada uno
de los subgrupos, una parte de las muestras se procesaron
para su estudio a microscopia Optica. En el Estudio
Preliminar, de cada subgrupo de 8 muestras se procesaron
6, mientras que en el Ensayo Optimizado, de cada

subgrupo de 16 muestras se procesaron 12.

Para ello, se lavaron con PBS durante 1 minuto y se fijaron
con formaldehido comercial durante 3 horas a 4°C. A
continuacion las muestras se descalcificaron
introduciéndolas en una mezcla de Osteosoft (90%) y
formaldehido comercial (10%) durante 21 dias. Los
procesos de fijado y descalcificacion de las muestras se

realizaron en el propio pocillo donde se realizé el cultivo.

Tras este tiempo las muestras se sacaron de los pocillos de
cultivo, se deshidrataron, y se incluyeron en parafina para la

realizacion de cortes seriados con el micro6tomo.

Los cortes del micr6tomo se colocaron en portas y se
tiferon con hematoxilina-eosina, con tricromico de Masson
o con la técnica del acido periyodico de Schiff (PAS),

siguiendo el protocolo convencional.
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Para la deteccion inmunohistoquimica se empled el kit
Universal LSAB™ 2/HRP y el anticuerpo primario anti-
DSPP, segun las instrucciones recomendadas por el
fabricante. Asi, los cortes del micrétomo se colocaron en los
portas, se trataron con disolucion para bloqueo de la
peroxidasa enddgena durante 10 minutos mediante la
disoluciéon suministrada en el kit, se incubaron con el
anticuerpo primario anti-DSPP (a diluciébn 1/50 sobre la
concentracion suministrada por la casa comercial) durante
16 horas en camara humeda, se lavaron con TBS (Tris-
Buffered Saline), se incubaron con el anticuerpo secundario
(streptavidin-HRP) durante 30 minutos, se lavaron con TBS,
se incubaron con el sustrato-cromégeno DAB
(diaminobencidina) durante 5 minutos, se lavaron con agua
destilada y se tifieron con hematoxilina acida. Todo el

protocolo se llevo a cabo a temperatura ambiente.
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2.5. Estudio a microscopia electrénica de

transmisién (MET)

Al finalizar el tiempo de cultivo establecido para cada uno
de los subgrupos, una parte de las muestras se procesaron
para su estudio a microscopia electronica de transmision.
En el Estudio Preliminar, de cada subgrupo de 8 muestras
se procesaron 2, mientras que en el Ensayo Optimizado, de

cada subgrupo de 16 muestras se procesaron 4.

Para ello, se lavaron con PBS durante 1 minuto y se fijaron
con gluteraldehido durante 3 horas a 4°C. A continuacion
las muestras se descalcificaron introduciéndolas en EDTA
al 4% durante 21 dias. Los procesos de fijado y
descalcificacion de las muestras se realizaron en el propio

pocillo donde se realizo el cultivo.

Tras este tiempo las muestras se retiraron de los pocillos y
se lavaron durante 48 horas a 4° C con una disolucion
compuesta por tampon Milloning (90%), cloruro célcico
(9%) y glucosa (1%). A continuacién se fijaron con
tetradxido de osmio al 2% durante 2 horas a 4°C, tras lo
cual fueron deshidratadas mediante acetonas de
concentracion creciente, e incluidas en bloques de resina
Epon calentando la muestra durante 24 horas a 40°C y
otras 24 horas a 60°C.
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Tras su inclusion en resina Epon, las muestras se dejaron
enfriar varios dias hasta la realizacion de los cortes

semifinos y ultrafinos.

Los cortes semifinos se tifieron con azul de toluidina y los
ultrafinos, siguiendo el protocolo convencional, con acetato
de uranilo y citrato de plomo. Las preparaciones se

visualizaron con un microscopio JEOL JEM 1010 a 60 kV.
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2.6. Materiales y reactivos empleados

2.6.1. Obtencion vy cultivo de las DPSC

Para la conservacion y procesado de las muestras de tejido
pulpar, asi como para la obtencion y posterior cultivo de las

DPSC, los productos utilizados fueron los siguientes:

e a - Eagle’s Minimum Essential Medium (MEM)
enriquecido con suero fetal bovino (FCS) (10%), L-
glutamina (2mM), penicilina y estreptomicina
(penicilina 100 u/mL; estreptomicina 100 pg/mL),
Fungizona® (anfotericina B, 0.25 pg/mL), tripsina-
EDTA (1x) 0.25%, Dulbecco’s Phosphate-Buffered
Saline (DPBS) y Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS) de Gibco® - Life Technologies™.

e Acido ascorbico (acido-L-ascérbico-2-fosfato) vy
dimetil sulféxido (DMSO) de Sigma-Aldrich.

e Colagenasa tipo | y dispasa de Boehringer.

e El material estéril de plastico desechable empleado
en los cultivos celulares (placas y placas
multipocillos de cultivos tratadas para favorecer la
adherencia de las células, tubos, pipetas seroldgicas
y puntas de pipetas automaticas con filtro) fue de

Corning.
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e Los filtros celulares, «cell strainer, fueron

suministrados por Becton Dickinson (BD).

El medio base empleado para la obtencién y el cultivo de
las DPSC fue el siguiente: a-MEM enriquecido con FCS
(10%), glutamina (2mM), penicilina (100uM) vy
estreptomicina (100pg/mL), y Fungizona (0.25ug/mL).

2.6.2. Caracterizacion de las DPCS

Para la citometria de flujo los antigenos estudiados como
marcadores de células madre humanas fueron los
siguientes (se indica tras cada uno el fluoroforo al que
estaba conjugado el correspondiente anticuerpo): CD29
(Alexa Fluor® 488), CD31 (PE/Cy7), CD44 (PE/Cy5), CD45
(Pacific Blue™), CD105 (APC) y CD146 (PE).

Para estimar la posible union inespecifica de los
anticuerpos anteriores se utilizaron las siguientes
inmunoglobulinas como controles (todos del isotipo k): IgG1
conjugado a Alexa Fluor® 488 (anti-CD29), IgG1 conjugado
a PE/Cy7 (anti-CD31), 1gG2b conjugado a PE/Cy5 (anti-
CD44), 1gG1 conjugado a Pacific Blue™ (anti-CD45), 1gG1
conjugado a APC (anti-CD-105) e IgG2a conjugado a PE
(anti-CD146).

Todos los anticuerpos fueron obtenidos de BioLegend.
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2.6.3. Obtencion de las matrices de tejido dentario

Para obtener y acondicionar las matrices utilizadas como

andamiaje se emplearon las siguientes disoluciones:

» Perio-aid® (Clorhexidina 0.12%) de Dentaid.
= Hipoclorito sédico (NaClO) al 5.25% de Dentaflux.

2.6.4. Procesado de las muestras para su estudio

microscopico

Como paso previo al procesado histolégico habitual, las
muestras fueron desmineralizadas empleando las

siguientes disoluciones:

= Titriplex Ill (EDTA), de Merck.
= (Osteosoft® de Merck.

En el procesado de las muestras para su estudio a
microscopia electrénica de transmision, se emplearon las

siguientes disoluciones:

= Tampon Milloning: fosfato monosoédico al 2.26% e
hidréxido de sodio al 2.52%.

= Kit de resina Epon Poly/Bed®812 Embedding
Mediall[DMP-30 de Polysciences, Inc.
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» Tetrabxido de osmio de Electron Microscopy

Sciences.

Para la realizacion de las técnicas de deteccion

inmunohistoquimica se emplearon los siguientes productos:

* Anticuerpo anti-DSPP de Santa Cruz Biotechnology,
Inc.
= Kit Universal LSAB™ 2/HRP, Rabbit/Mouse de Dako.

El resto de reactivos empleados fueron del grado de pureza
adecuado para el uso empleado y obtenidos de casas

comerciales reconocidas.
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3. RESULTADOS






Resultados

3.1. Células madre de la pulpa dental
(DPSC)

3.1.1. Obtencién y sembrado inicial

Tal y como se describe en Material y Métodos, las células
obtenidas tras el procesado de la muestra de tejido
conjuntivo de la pulpa dentaria fueron sembradas en placas

de 6 pocillos.

A las 24 horas tras el sembrado, se observaron células
adheridas al fondo de la placa aisladas o en pequefios
grupos, con morfologia tipicamente fibroblastica, ademas de

células no adheridas, esféricas, y algunos restos tisulares.

A las 48 horas de incubacion se comenz0 a observar cierta
proliferacion celular, y a partir de los 5 dias de incubacion
comenzaron a distinguirse las primeras colonias formadas

por varias decenas de células con un aspecto homogéneo.

A los 12 dias de incubacion las células alcanzaron un 80-
90% de confluencia, momento en el que se realiz6 el pase 1
segun el proceso anteriormente descrito en el capitulo de
Material y Métodos.
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3.1.2. Cultivo

Tras el pase 1 las células mostraron una gran capacidad de
proliferacion. Las células subcultivadas a una dilucion 1/4
alcanzaron un 90% de la densidad de confluencia (1-1.2 x
10° células/cm?) a los 5 dias de cultivo.

3.1.3. Caracterizacion

3.1.3.1. Morfologia

Tras los primeros dias de cultivo de las células obtenidas a
partir de la muestra de tejido pulpar, se observaron
poblaciones homogéneas de células cuya morfologia y
comportamiento coincidian con los descritos para las DPSC.
Asi, las células subconfluentes presentaron un aspecto
fusiforme  tipicamente = mesenquimatico, un  nucleo
voluminoso y centrado con abundante cromatina dispersa, y
una morfologia citoplasmatica irregular con multiples y cortas
expansiones. Ademas mostraron gran capacidad de
adherencia a la superficie de la placa y una elevada tasa de
proliferacion (figura 21).
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Figura 21. DPSC procedentes de la pulpa 1 tras cinco dias de cultivo. Las células

se adhieren a la superficie de la placa y proliferan activamente presentando una
morfologia tipicamente mesenquimatica. Microscopio invertido de contraste de

fases, 40x.

3.1.3.2. Citometria de flujo

Se caracterizaron mediante citometria de flujo las células
obtenidas tras el pase 8, después de haber sido sometidas al
proceso de crioconservacion y su posterior descongelacion
previos a la realizacion del presente trabajo. Esta poblacion

91



Tesis Doctoral Santiago Peydr6 Tomas

fue denominada como pulpa 1. A su vez, también se
caracteriz6 mediante citometria de flujo una segunda
poblacién de células obtenidas tras el procesado de otra
muestra diferente de tejido conjuntivo de la pulpa dentaria
(denominada como pulpa 2), tras su pase 2 y que no fueron
sometidas al proceso de crioconservacion, con el objetivo de
comprobar si las DPSC tras la crioconservaciéon seguian
manteniendo la expresion de marcadores descritos para

estas células.

Se estudiaron los marcadores CD29, CD44, CD105 vy
CD146, asociados a células madre mesenquimales, asi
como el marcador CD31, asociado a células endoteliales y

de la estirpe hematopoyética, y CD45, asociado a leucocitos.

Los resultados de la citometria de flujo mostraron que mas
del 95% de las células estudiadas presentaron unién a los
anticuerpos especificos de los marcadores CD29, CD44,
CD105 y CD146, mientras que fue minoritario el nimero de
células que exhibieron union a los marcadores CD31 y CD45
(tabla 4).
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CD29 CD44 CD105 CD146 CD31 CD45
Pulpal | 97.74% | 98.13% | 96.44% | 97.58 % 0.16 % 0.27 %
Pulpa 2 98.34% | 99.14% | 94.82% | 98.45% 0,14% 0.50 %

Tabla 4. Se muestra el porcentaje de células que presentaron unién del

anticuerpo especifico de cada uno de los marcadores celulares indicados.

Ademas, las células analizadas no presentaron union a los

anticuerpos inespecificos empleados como control dirigidos

frente a antigenos irrelevantes (tabla 5).

Control Control Control Control Control Control
anti-CD29 | anti-CD44 | anti-CD105 | anti-CD146 | anti-CD31 | anti-CD45
Pulpa 1 99.74 % 99.01 % 98.69 % 99.28 % 99.09 % 99.64 %
Pulpa 2 99.44 % 98.78 % 99.50 % 99.19 % 98.84 % 99.60 %

Tabla 5. Se muestra el porcentaje de células que no presentaron unién a cada

uno de los anticuerpos inespecificos empleados como control.

Los resultados de la citometria de flujo mostraron que no
existian diferencias significativas en la expresion de los
marcadores estudiados entre las poblaciones celulares
obtenidas a partir de las dos muestras de tejido conjuntivo
pulpar procesados, lo que supone que esta expresion se

mantuvo tras la crioconservacion y al menos hasta el pase 8.
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En las graficas que se muestran a continuacion se
representan las células de las poblaciones estudiadas,
colocadas en relacion con el sistema de coordenadas en
funcion de si presentaron 0 no interaccion con los
anticuerpos especificos e inespecificos (empleados como
control) de los marcadores celulares estudiados (figuras 22 y
23).

Figura 22. Anélisis mediante citometria de flujo de las células de la pulpa 1. Panel
A: en cada una de las graficas cada punto representa una célula (evento) de la
que se deduce la intensidad de fluorescencia debida a la unién del anticuerpo
especifico del marcador correspondiente (eje de ordenadas) y la intensidad de
fluorescencia debida a la unién del anticuerpo especifico del marcador CD45 (eje
de abscisas). Panel B: en cada una de las graficas cada punto representa una
célula (evento) de la que se deduce la intensidad de fluorescencia debida a la
unién del anticuerpo inespecifico empleado como control del marcador
correspondiente (eje de ordenadas) y la intensidad de fluorescencia debida a la

unién del anticuerpo inespecifico conjugado al fluoréforo Pacific Blue, empleado

como control del marcador CD45 (eje de abscisas). ->
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3.2. Cultivo de DPSC con matrices de

tejido dentario

3.2.1. Estudio Preliminar

3.2.1.1. Proliferacion

Tras una semana de cultivo, las DPSC sembradas con las
matrices dentarias en los diferentes pocillos presentaron una
proliferacion desigual (tabla 6). Tanto de las muestras del
grupo HS-aa (cultivo con &cido ascoOrbico sobre matrices
tratadas con hipoclorito sédico), como de las del grupo HS-s
(cultivo sin &cido ascorbico sobre matrices tratadas con
hipoclorito sédico) solo un 3.1% mostraron una muy buena
proliferacion (MB), llegando las células a formar capas sobre
la matriz dentaria, mientras que de los grupos CL-aa (cultivo
con acido ascorbico sobre matrices tratadas con
clorhexidina) y CL-s (cultivo sin &cido ascorbico sobre
matrices tratadas con clorhexidina) fueron un 28.1% y un
25.0% respectivamente los que alcanzaron dicho grado de
proliferacion (figura 24, C y D).

En cuanto a las muestras que mostraron una buena
proliferacion celular y en las que las células llegaron a
contactar con la matriz dentaria pero sin formar capas

celulares (B), en los grupos HS-aa y HS-s fueron el 12.5% y
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el 6.3% respectivamente, mientras que en los grupos CL-aa

y CL-s fueron el 15.6% y el 21.9% respectivamente.

En relacién a las muestras que mostraron una proliferacién
celular moderada y en las que las células no llegaron a
contactar con la matriz dentaria (R), en los grupos HS-aa y
HS-s fueron el 40.6% y 46.9% respectivamente (figura 24, A
y B), mientras que en los grupos CL-aa y CL-s fueron el
21.9% vy el 28.1% respectivamente.

M R B MB E
Grupo n n % n % n % n % n %
HS-aa 32 | 14 43.8 13 40.6 4 125 1 3.1 0 0
HS-s 32 | 14 43.8 15 46.9 2 6.3 1 3.1 0 0
Cl-aa 32 | 11 34.4 7 21.9 5 15.6 9 28.1 0 0
CL-s 32 8 25 9 28.1 7 21.9 8 25 0 0

Tabla 6. Proliferacion celular en el Estudio Preliminar tras una semana de cultivo.
HS-aa y HS-s: cultivos en medio con o sin acido ascorbico, respectivamente,
sobre matrices tratadas con NaClO; CL-aa y CL-s: cultivos en medio con o sin
acido ascorbico, respectivamente, sobre matrices tratadas con clorhexidina; M:
muestras con baja proliferaciéon celular; R: muestras con proliferacién celular
intermedia y en las que las células no contactan con la matriz dentaria; B:
muestras con buena proliferacién celular y en las que las células contactan con la
matriz dentaria; MB: muestras con muy buena proliferacién celular y en las que
las células forman capas sobre la matriz dentaria; E: muestras con muy buena
proliferacién celular y en las que las células envuelven por completo la matriz

dentaria. n: nimero de muestras.
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Las muestras que mostraron una baja proliferacion celular
(M), tanto en el grupo HS-aa como en el HS-s fueron un
43.8%, mientras que en los grupos CL-aa y CL-s fueron un

34.4% y un 25.0% respectivamente.

Figura 24. Muestras tras una semana de cultivo. Muestras del grupo HS-aa (A) y

del grupo HS-s (B), clasificadas como R (20x). Muestra del grupo CL-aa (C) y del
grupo CL-s (D), clasificadas como MB (10x). Microscopio invertido de contraste

de fases.

Tras dos semanas de cultivo, en los grupos CL-aa y CL-s
encontramos que un 58.3% y un 54.2% de las muestras,

respectivamente, mostraron una muy buena proliferacion
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celular (MB), formando las células capas sobre la superficie
dentaria (figura 25, C y D), mientras que en los grupos HS-aa
y HS-s solo se observo este comportamiento en el 33.3% y
en el 25.0% de las muestras, respectivamente (figura 25, Ay
B).

Las muestras que presentaron una buena proliferacién
celular y en las que las células llegaron a contactar con la
matriz dentaria pero sin formar capas celulares (B), en los
grupos HS-aa y HS-s fueron el 25.0% y el 29.2%, mientras
gue en los grupos CL-aa y CL-s fueron el 4.2% y el 16.7%,

respectivamente.

En cuanto a las muestras que mostraron una moderada (R) o
baja proliferacién celular (M), en el grupo HS-aa fueron en
ambos casos el 20.8%, en el HS-s fueron el 29.2% vy el
16.7%, en el CL-aa fueron el 16.7% y el 20.8%, y en el CL-s

fueron el 4.2% y el 25.0% respectivamente (tabla 7).

M R B MB
Grupo n | n % n % n % n % n %
HS-aa 24 |5 20.8 5 20.8 6 25 8 33.3 0 0
HS-s 24 | 4 16.7 7 29.2 7 29.2 6 25 0 0
Cl-aa 24 |5 20.8 4 16.7 1 4.2 14 58.3 0 0
CL-s 24 | 6 25 1 4.2 4 16.7 13 54.2 0 0

Tabla 7. Proliferacion celular en el Estudio Preliminar a las dos semanas de

cultivo. El significado de las abreviaturas esta descrito en la leyenda de la tabla 6.

100



Resultados

Figura 25. Muestras tras dos semanas de cultivo. Muestras del grupo HS-aa (A),

del grupo HS-s (B), del grupo CL-aa (C) y del grupo CL-s (D), todas clasificadas
como MB. Microscopio invertido de contraste de fases, 10x.

Tras cuatro semanas de cultivo, la proliferacion celular
observada en las muestras del grupo HS-aa fue en un 25.0%
buena, llegando las células a contactar con la matriz
dentaria, en un 56.3% muy buena llegando las células a
formar capas sobre la matriz (figura 26A), y en un 18.8% las
células presentaron una gran proliferacién envolviendo
completamente la matriz. Las muestras del grupo HS-s
presentaron globalmente una menor proliferacion que el
grupo HS-aa. Asi, un 12.5% presentaron una proliferacion

moderada, sin llegar las células a contactar con la matriz, un
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37.5% una buena proliferacion, un 43.8% una muy buena
proliferacion (figura 26B) y en un 6.3% las células llegaron a

envolver totalmente la matriz.

Las muestras de los grupos ClL-aa y CL-s mostraron
globalmente una proliferacion mayor que los grupos
anteriormente descritos, pues en el 25.0% y en el 18.8% de
las muestras, respectivamente, las células llegaron a
envolver totalmente la matriz dentaria. En estos grupos el
68.8% y el 62.5%, respectivamente, mostraron una
proliferacion muy buena formando las células capas sobre la
matriz (figura 26, C y D), y s6lo un 6.3% en ambos grupos
presentd una proliferacion moderada sin llegar las células a

contactar con la matriz dentaria (tabla 8).

M R B MB E
Grupo n n % n % n % n % n %
HS-aa 16 0 0 0 0 4 25 9 56.3 3 18.8
HS-s 16 0 0 2 125 6 37.5 7 43.8 1 6.3
CL-aa 16 0 0 1 6.3 0 0 11 68.8 4 25
CL-s 16 0 0 1 6.3 2 12.5 10 62.5 3 18.8

Tabla 8. Proliferacion celular en el Estudio Preliminar a las cuatro semanas de

cultivo. El significado de las abreviaturas esta descrito en la tabla 6.
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Figura 26. Muestras tras cuatro semanas de cultivo. Muestras del grupo HS-aa
(A), del grupo HS-s (B), del grupo ClL-aa (C) y del grupo CL-s (D), todas

clasificadas como MB. Microscopio invertido de contraste de fases, 10x.

Tras seis semanas de cultivo, todas las muestras de los
cuatro grupos mostraron una proliferacion muy buena,
formando las DPSC capas sobre la matriz dentaria. De los
grupos HS-aa y ClL-aa, en el 75.0% de las muestras las
células proliferaron llegando a envolver completamente la
matriz dentaria (figura 27, Ay C), mientras que en los grupos
HS-s y CL-s, fue en el 50.0% y el 62.5% de las muestras,
respectivamente (figura 27, B y D), (tabla 9).
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M R B MB E
Grupo n n % n % n % n % n %
HS-aa 8 0 0 0 0 0 0 2 25 6 75
HS-s 8 0 0 0 0 0 0 4 50 4 50
CL-aa 8 0 0 0 0 0 0 2 25 6 75
CL-s 8 0 0 0 0 0 0 3 37.5 5 62.5

Tabla 9. Proliferaciéon celular en el Estudio Preliminar a las seis semanas de

cultivo. El significado de las abreviaturas esta descrito en la tabla 6.

Figura 27. Muestras tras seis semanas de cultivo. Muestras del grupo HS-aa (A),

del grupo HS-s (B), del grupo CL-aa (C) y del grupo CL-s (D), todas clasificadas

como E. Microscopio invertido de contraste de fases, 10x.

Con el fin de facilitar la visibn en su conjunto de los
resultados descritos anteriormente, a continuaciéon se incluye

una tabla comparativa donde se refleja la proliferacién celular
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observada durante el Estudio Preliminar en los diferentes

grupos de muestras estudiados (tabla 10).

Tiempo M R B MB E
de
cultivo |[Grupo n | n % n % n % n % n %
1
semana | HS-aa 32 14 438 |13 406 (4 125 1 31 |0 0
HS-s 32|14 438 [15 469 |2 6.3 1 31 |0 0
Cl-aa 32|11 344 | 7 219 |5 156 9 281 |0 0
Cl.s 32| 8 250 |9 281 |7 219 8 250 |0 0
2
semanas | HS-aa 24 5 208 |5 208 |6 250 8 333 |0 0
HS-s 24| 4 167 | 7 292 |7 29.2 6 250 |0 0
Cl-aa 24| 5 208 | 4 167 |1 4.2 14 583 |0 0
Cl-s 24| 6 250 | 1 42 |4 167 13 542 |0 0
4
semanas | Hs-aa 16 0 0 0 0 4 250 9 563 |3 188
HS-s 16| O 0 2 125 |6 375 7 438 |1 6.3
Cl-aa 16| O 0 1 63 |0 0 11 688 |4 250
ClLs 16| O 0 1 63 |2 125 10 625 |3 1838
6
semanas | HS-aa 8 0 0 0 0 0 0 2 250 |6 75.0
Hs-s 8 | O 0 0 0 0 0 4 500 |4 500
Cl-aa 8 | O 0 0 0 0 0 2 250 |6 75.0
CL-s 8|0 0 0 0 0 0 3 375 |5 625

Tabla 10. Proliferacion celular en el Estudio Preliminar en todos los tiempos
estudiados. El significado de las abreviaturas esta descrito en la leyenda de la
tabla 6.

Al analizar globalmente estos resultados se observo que
inicialmente en las muestras tratadas con hipoclorito sodico
(grupos HS-aa y HS-s) la proliferacion fue marcadamente
mas lenta que en las muestras tratadas con clorhexidina

(grupos CL-aa y CL-s). Sin embargo, a medida que se
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aumentd el tiempo de cultivo, la proliferacion observada en
los distintos grupos de muestras fue igualandose, siendo
similar en las muestras cultivadas durante seis semanas.
Este hecho pudo deberse a que en las matrices dentarias
empleadas en estos grupos de muestras quedaban restos en
los tabulos dentinarios del hipoclorito sédico usado para el
tratamiento de su superficie, lo que habria dificultado la
proliferacion celular. Puesto que el medio de cultivo fue
cambiado cada 2 6 3 dias, estos restos de hipoclorito sddico
se fueron diluyendo progresivamente hasta desaparecer, lo
gue permitié la proliferacion normal de las DPSC. Por este
motivo, en la realizacion del Ensayo Optimizado se modificd
el protocolo, aumentando los lavados de las matrices
dentarias previos a su empleo en los cultivos celulares, tras

su tratamiento con hipoclorito sodico.

También se observd que las muestras cultivadas con acido
ascorbico (grupos HS-aa y ClL-aa) presentaron una
proliferacion ligeramente superior que las muestras
cultivadas sin acido ascorbico (grupos HS-s y CL-s). Debido
a esto, en el Ensayo Optimizado se realiz6 el cultivo de todas

las muestras empleando un medio con acido ascorbico.
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3.2.1.2. Cambios morfoldgicos

Se tomaron muestras de los diferentes tiempos de cultivo
con el fin de incluirlas tanto en parafina como en resina
Epon, y realizar posteriormente cortes seriados para su
estudio microscopico. El criterio que se empled para decidir
gué muestras se fijarian en cada uno de los tiempos de
estudio fue su distribucion en las placas de cultivo,
independientemente del grado de proliferacion alcanzado por
las DPSC en dichas muestras. Asi, tal y como se indicé en
Material y Métodos, las muestras de las placas 1 y 2 se
fijaron tras una semana de cultivo, las de las placas 3 y 4
tras dos semanas, las de las placas 5 y 6 tras cuatro

semanas, y las de las placas 7 y 8 tras seis semanas.

Para una mejor comprension de los cambios morfolégicos
observados, éstos se valoraron en relacion a cuatro

parametros:

= Relativos al medio de cultivo: se valoraron en funcion
de si el medio de cultivo contenia o no &cido
ascorbico.

= Relativos al tratamiento de la matriz: se valoraron en
funcion de si la matriz dentaria empleada habia sido
tratada con hipoclorito sédico o con clorhexidina.

= Relativos al tiempo de cultivo: se valoraron en funcién

del tiempo que permanecieron las muestras en cultivo.
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» Relativos a la superficie: se valoraron en funcion de la
superficie de la matriz dentaria sobre la que

proliferaron las DPSC.

Relativos al medio de cultivo

Al procesar las muestras para su inclusion en bloques de
parafina y resina Epon, en general se observo que la union
de las capas celulares formadas con la matriz dentaria era
mas estable y se conservdO mejor en las muestras de los
grupos en las que el medio de cultivo empleado contenia
acido ascorbico (grupos HS-aa y CL-aa) que en las que no lo
contenia (grupos HS-sy CL-s).

Asimismo, al realizar el estudio microscopico de las muestras
se observé que el volumen de las capas celulares y de la
matriz intercelular sintetizada era mayor en las muestras en
las que el medio de cultivo empleado contenia &cido

ascorbico

Estas diferencias fueron mas evidentes al estudiar las
muestras tras cuatro semanas de cultivo, y se redujeron en

las muestras correspondientes a las seis semanas de cultivo.
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Relativos al tratamiento de la matriz

Con respecto a la influencia sobre la morfologia de las
células del tratamiento al que habia sido sometida la matriz
dentaria, tanto en las primeros tiempos estudiados (una y
dos semanas), como en tiempos de cultivo mas largos
(cuatro y seis semanas), practicamente no se observaron
diferencias entre las muestras con matrices dentarias
tratadas con clorhexidina (grupos CL-aa y CL-s) y las
muestras con matrices dentarias tratadas con hipoclorito

sédico (grupos HS-aa y HS-s).

Unicamente, en algunas de las muestras con matrices
tratadas con clorhexidina (grupos CL-aa y CL-s) se
observaron restos tisulares sobre la superficie de la matriz
dentaria que parecian dificultar la formacion de nuevas
capas celulares (figura 28). Esto solo se observo en tres de
las muestras, pues en general la morfologia de las DPSC y
de las capas celulares que formaron sobre ambos grupos de

matrices dentarias fue similar.
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Figura 28. Seccién de una muestra del grupo CL-aa a las seis semanas de

cultivo. Sobre la dentina se observaron restos tisulares que pudieron dificultar la

formacién de capas celulares en esa zona. Tricrémico de Masson, 20x.

Relativos al tiempo de cultivo

En el caso de las muestras correspondientes a una y dos
semanas de cultivo la interaccién de las células con la
superficie de la matriz dentaria no fue estable. Es por ello
gue durante el procesamiento de las muestras para su
inclusion en parafina y resina Epon, la unidon de las capas

celulares formadas con la matriz dentaria no se conservo, lo
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gue hizo que no fuera posible realizar el estudio histoldgico

de las mismas.

A partir de las cuatro semanas de cultivo, al procesar las
muestras para su inclusién en parafina o resina Epon se
observo que la unién de las DPSC con las matrices dentarias
en la mayoria de los casos era estable y resistente, o que
nos permitié realizar cortes seriados para su estudio a
microscopia optica y electrénica. En este tiempo, las DPSC
formaron capas celulares estables y bien cohesionadas

sobre la superficie de las matrices dentarias (figura 29A).

A las seis semanas de cultivo, en general el aspecto de las
capas celulares y de la matriz intercelular formadas por las
DPSC fue similar al observado a las 4 semanas, pero con un

mayor volumen tisular.

Sin embargo en algunas muestras se pudo observar que
sobre la dentina con los tubulos perpendiculares a la
superficie se produjo una compactacion de las capas
celulares, con un gran aumento de la densidad celular,
apareciendo en las zonas mas profundas de las capas mas

voluminosas areas de apariencia necrotica (figura 29B).
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€« Figura 29. A: Seccién de una muestra del grupo HS-aa a las cuatro

semanas de cultivo. en la mayor parte de la muestras, sobre la dentina con los
tubulos perpendiculares a la superficie las DPSC formaron capas celulares de
aspecto reticular. B: Seccion de una muestra del grupo HS-aa a las seis semanas
de cultivo. En algunas muestras, como la mostrada aqui, se observé una
condensacién de las capas celulares, con aumento de la celularidad y de las
fibras colagenas, apareciendo también areas de aspecto necrético con restos

celulares. Tricromico de Masson, 20x.

Figura 30. Seccién de una muestra del grupo CL-aa a las seis semanas de

cultivo. Sobre la dentina con los tubulos perpendiculares a la superficie las DPSC
mantienen un aspecto odontoblastico, pero en este caso se ha producido una
densificacién de la capas celulares y de la matriz intercelular, apareciendo areas
de aspecto necrotico con restos celulares. Tricromico de Masson, 40x.
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Al estudiar estas muestras a mayores aumentos se observo
gue, en lugar del entramado de fibras reticulares y células de
tipo estrellado que se encontraron en las muestras de 4
semanas de cultivo y en la mayoria de las muestras de 6
semanas de cultivo, las DPSC formaron capas celulares mas
compactas con densos depésitos de fibras de colageno. Las
células préximas a la dentina presentaban el mismo aspecto
odontoblastico que se observd en otras muestras, emitiendo
una o varias prolongaciones celulares dentro de los tubulos
dentinarios. Sin embargo, en contacto con estas células se
encontrd una matriz intercelular mas densa, rica en fibras de
coldgeno, y varias capas de células fusiformes con una

abundante celularidad (figura 30).

Relativos a la superficie

Al estudiar las muestras se observéO un comportamiento
diferente de las DPSC en funcidén del tipo de superficie
dentaria sobre la que estaban adheridas. Considerando este

criterio, se diferenciaron cuatro situaciones:

I.  Sin contacto con la matriz dentaria.

[I.  Dentina con los tubulos perpendiculares u oblicuos a
la superficie. En ella se pueden observar los orificios
correspondientes a los tubulos dentinarios.

[ll.  Dentina con los tabulos paralelos a la superficie. Es

mas o menos lisa, pues no presenta los orificios
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correspondientes a los tubulos dentinarios. En esta
categoria también se incluye la superficie externa de
la dentina en la que la capa de cemento ha sido
eliminada, y en la que, aunque puede presentar
tubulos perpendiculares a la superficie, la entrada a
dichos tubulos esta parcialmente obliterada.

V. Cemento.

A continuacion se muestra un esquema de las diferentes
superficies de la dentina, en relacién a la orientacion de los

tubulos dentinarios (figura 31).

dentina con los tubulos
paralelos a la superficie

dentina con los tubulos
perpendiculares a la superficie

Figura 31. Representacion de las diferentes superficies de la dentina en funcién
de la orientacion de los tubulos dentinarios.
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l. Sin contacto con la matriz dentaria

En las zonas sin contacto directo con las superficies
dentarias las DPSC formaron gruesas capas celulares
organizadas con abundante produccion de matriz
intercelular. Al tefiir las muestras con tricromico de Masson
se observé que esta matriz era rica en fibras de colageno
(figura 32A). En los cortes semifinos tefidos con azul de
toluidina se observé que las DPSC se organizaron formando
capas de un espesor mas 0 menos constante alternando con
capas de matriz intercelular también de espesor constante
(figura 32B).

Il. Dentina con los tubulos perpendiculares u oblicuos a

la superficie

Cuando las células crecieron adheridas sobre la dentina con
los tubulos perpendiculares a la superficie las DPSC
adquirieron un aspecto estrellado produciendo una matriz

intercelular de aspecto reticular (figura 33).

Figura 32. Secciones de dos muestras del grupo HS-aa a las cuatro semanas de
cultivo. En las zonas alejadas de la matriz dentaria las DPSC forman capas
celulares regulares, produciendo abundante matriz intercelular de espesor
constante. A: Tricromico de Masson. 20x. B: Corte semifino, azul de toluidina,
20x. >
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Figura 33. Seccién de una muestra del grupo HS-s a las cuatro semanas de

cultivo. Sobre la dentina con los tubulos perpendiculares a la superficie las DPSC
adoptaron una forma estrellada, rodeadas de una matriz de tipo reticular.
Hematoxilina-Eosina, 10x.

Al estudiar las muestras a mayor aumento se observd que
las células en contacto con la dentina presentaban una
morfologia odontoblastica, con un citoplasma alargado y una
o varias prolongaciones citoplasmaticas, a modo de proceso
odontoblastico, alojadas cada una de ellas en un tdbulo
dentinario. Mostraron ademas una discreta produccion de

matriz intercelular (figura 34).
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Figura 34. Seccién de una muestra del grupo CL-aa a las cuatro semanas de

cultivo. Célula odontoblastica sobre la dentina con los tubulos perpendiculares a
la superficie emitiendo varias prolongaciones que discurren dentro de tubulos

dentinarios. Hematoxilina-Eosina, 100x.

Tras teflir las muestras con tricrbmico de Masson se ratifico
gue la matriz intercelular sintetizada era de tipo reticular, con
escasas Yy finas fibras de colageno formando una malla laxa,
similar a la que se encuentra en el tejido conjuntivo de la

pulpa dental (figuras 35y 36).
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€ Figura 35. Seccién de una muestra del grupo HS-aa tras cuatro semanas de
cultivo. A: Sobre la dentina con los tubulos perpendiculares a la supefficie las
DPSC adoptaron una morfologia odontoblastica, emitiendo prolongaciones dentro
de los tubulos, y estando rodeadas por una matriz intercelular de aspecto
reticular con finas fibras de colageno. Tricrémico de Masson. 40x. B: Detalle de la
regién recuadrada en A. Sobre la dentina con los tubulos perpendiculares a la
superficie algunas DPSC emitieron varias prolongaciones dentro de los tubulos,

siendo la matriz extracelular pobre en colageno. Tricromico de Masson. 100x.

Esta matriz extracelular de aspecto reticular presentaba un
aspecto muy diferente de la que las DPSC habian sintetizado
en otras zonas, en las que dicha matriz era mucho mas

densa.

Al realizar el estudio de las muestras a MET, los cortes
obtenidos no permitieron confirmar los hallazgos observados
a microscopia 6ptica. Aunque se realizaron multiples cortes
de cada una de las muestras incluidas en resina Epon
variando la orientacion del bloque, no se obtuvo ninguno que

permitiera estudiar esta superficie.

Al ser éste un Estudio Preliminar, el nimero de muestras que
se destinaron al estudio a MET fue limitado, lo que redujo las
probabilidades de conseguir la orientacion deseada del
bloque al realizar los cortes. Esto fue corregido en el Ensayo
Optimizado, pues se incrementd el nimero de muestras

destinadas a este tipo de estudio.
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€ Figura 36. Seccién de una muestra del grupo HS-aa a las seis semanas de
cultivo. A: Se observa la diferencia tanto en la morfologia que adoptan las DPSC
como en la matriz intercelular sintetizada, en la zona préxima a la dentina con los
tubulos oblicuos a la superficie y en zonas mas alejadas de la superficie dentaria.
Tricromico de Masson. 10x. B: Detalle de la regién recuadrada en A. Las células
proximas a la dentina con los tubulos oblicuos a la superficie emitian
prolongaciones dentro de los tubulos. Alrededor de la superficie se observa una
matriz intercelular con finas fibras de colageno en forma reticular. Tricromico de

Masson, 40x.

lll. Dentina con los tubulos paralelos a la superficie

Sobre la dentina con tubulos paralelos a la superficie y la
superficie externa de la dentina en la que se elimind el
cemento, las DPSC formaron capas celulares aplanadas y
bien cohesionadas, produciendo abundante matriz entre

ellas y sobre la superficie dentaria.

Cuando se realiz6 la tincion de las preparaciones mediante
tricromico de Masson se observd que la matriz sintetizada
presentaba un alto contenido en coldgeno. Aqui las fibras de
colageno eran de aspecto denso y no reticular, a diferencia
de los observado sobre la dentina con los tubulos

perpendiculares a la superficie (figura 37).
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Figura 37. A: Seccién de una muestra del grupo CL-aa a las cuatro semanas de
cultivo. Sobre la superficie externa de la dentina las DPSC formaron capas
aplanadas, produciendo una matriz rica en colageno. Tricrémico de Masson. 20x.
B: Seccién de una muestra del grupo HS-aa a las seis semanas de cultivo. Sobre
la dentina con los tubulos paralelos a la superficie las DPSC formaron capas
aplanadas, produciendo abundante matriz intercelular rica en fibras de colageno.

Tricromico de Masson, 40x. ->

El analisis de las muestras mediante MET confirmé que
sobre estas superficies dentinarias las DPSC forman capas
de células aplanadas con abundante matriz colagena entre
dichas capas. Las DPSC presentaron una morfologia
tipicamente mesenquimatica, con abundancia de organelas y
un nucleo voluminoso con la cromatina dispersa, rasgos que
evidencian una gran actividad secretora. Las fibras de
colageno de la matriz sintetizada no presentaban una

orientacién definida (figura 38).

IV. Cemento

A nivel de la superficie del cemento las DPSC formaron
capas celulares aplanadas, con abundante sintesis de matriz
rica en colageno depositada sobre la superficie de la matriz
dentaria, similar a lo observado en la dentina con los tubulos

paralelos a la superficie (figuras 39 y 40).
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€ Figura 38. Seccion de una muestra del grupo CL-s a las seis semanas de
cultivo. A: Sobre la dentina con los tiubulos paralelos a la superficie las DPSC
forman capas aplanadas con secrecién de abundante matriz intercelular. B:
Detalle de la region recuadrada en A. Se observa una matriz intercelular rica en
fibras de colageno (flechas), en la que estas fibras no presentan una orientacion
definida. MET. A: 2500x. B: 6000x.

Figura 39. Seccion de una muestra del grupo CL-s a las cuatro semanas de

cultivo. Sobre el cemento las DPSC adoptan una morfologia aplanada,

produciendo una matriz rica en fibras colagenas. Tricromico de Masson, 40x.
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Figura 40. Seccién de una muestra del grupo CL-aa a las seis semanas de
cultivo. Sobre la dentina con los tubulos paralelos a la superficie y sobre el
cemento las DPSC forman capas aplanadas, produciendo abundante matriz

intercelular rica en fibras de colageno. Tricromico de Masson, 10x.

El estudio de las muestras a mayores aumentos puso de
relieve que la orientacion de las fibras colagenas sintetizadas
por las DPSC parecia no ser aleatoria, sino perpendicular a

la superficie del cemento (figura 41).
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Figura 41. Seccién de una muestra del grupo HS-aa a las cuatro semanas de
cultivo. Sobre el cemento las DPSC forman capas celulares aplanadas,
produciendo una matriz rica en fibras colagenas dispuestas preferentemente de
forma perpendicular a la superficie dentaria. Hematoxilina-Eosina, 100x.

En el estudio a MET se confirmaron los hallazgos realizados
a microscopia optica, pues se observo que las DPSC habian
adoptado una morfologia aplanada, produciendo una
abundante matriz intercelular rica en fibras de colageno
(figura 42A). A mayores aumentos se comprobd que la
orientacion de las fibras colagenas sintetizadas directamente
sobre la superficie del cemento era perpendicular a la misma
(figura 42B).
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€ Figura 42. Seccién de una muestra del grupo HS-aa a las seis semanas de
cultivo. A: Sobre el cemento las DPSC forman capas de células aplanadas
(asterisco), con abundante produccion de matriz intercelular. MET. 1500x. B:
Detalle de la region recuadrada en A. Se observa que las fibras colagenas
sintetizadas sobre el cemento son perpendiculares a la superficie dentaria
(flechas). MET, 8000x.

3.2.2. Ensayo Optimizado

Una vez analizados los resultados obtenidos en el Estudio
Preliminar, se realiz6 un nuevo estudio al que se denominé
Ensayo Optimizado. Para este ensayo se introdujeron
diversas modificaciones sobre el protocolo empleado en el
Estudio Preliminar (ver Material y Métodos), con el objetivo
de optimizar los procedimientos y, en su caso, confirmar los
hallazgos obtenidos. En este ensayo en todas las muestras
las DPSC se cultivaron empleando un medio enriquecido con

acido ascorbico.

3.2.2.1. Proliferacion

Tras 1 semana de cultivo, en el grupo con matrices tratadas
con hipoclorito sédico (matrices HS), el porcentaje de
muestras en el que las DPSC presentaron una buena
proliferacion celular llegando las células a contactar con la
superficie de la matriz dentaria (B), y en el que presentaron
una muy buena proliferacion (MB) llegando las células a
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formar capas sobre la matriz dentaria (figuras 43, Ay C), fue
en ambos casos del 42.2%. En este mismo grupo, el
porcentaje de las muestras en las que las DPSC presentaron
una baja proliferacion (M) y una proliferacion moderada (R),
en ambos casos fue del 7.8%. En los cultivos con matrices
tratadas con clorhexidina (muestras CL), en el 31.3% de las
muestras las DPSC presentaron una baja proliferacion
celular (M), en el 26.6% una proliferacion moderada (R), en
el 28.1% una buena proliferacion (B) llegando las células a
contactar con la matriz dentaria (figura 43, B y D), y solo en
el 14.1% presentaron una muy buena proliferacién celular
(MB) llegando a formar capas celulares sobre la superficie de
la matriz (tabla 11).

M R B MB
Grupo n n % n % n % n % %
HS 64 | 5 7.8 5 7.8 27 422 | 27 422 0
CL 64 | 20 313 17  26.6 18 281 9 14.1 0

Tabla 11. Proliferaciéon celular en el Ensayo Optimizado tras una semana de
cultivo. HS: matrices tratadas con NaClO; CL: matrices tratadas con clorhexidina;
M: muestras con baja proliferacién celular; R: muestras con proliferacién celular
intermedia y en las que las células no contactan con la matriz dentaria; B:
muestras con buena proliferacién celular y en las que las células contactan con la
matriz dentaria; MB: muestras con muy buena proliferacion celular y en las que
las células forman capas sobre la matriz dentaria; E: muestras con muy buena
proliferacién celular y en las que las células envuelven por completo la matriz

dentaria. n: nimero de muestras.
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Tras dos semanas de cultivo, el 85.4% de las muestras con
matrices HS presentaron una muy buena proliferacion celular

(MB), llegando las DPSC a formar capas celulares sobre la

superficie de la matriz dentaria (figura 44, Ay C).

Figura 43. Muestras tras una semana de cultivo. A: Muestra del grupo HS,
clasificada como MB (10x). B: Muestra del grupo CL, clasificada como B (10x). C:
Muestra del grupo HS, clasificada como MB (40x). D: Muestra del grupo CL,
clasificada como B (40x). Microscopio invertido de contraste de fases.

El 2.1% de las muestras mostraron una buena proliferacién
(B) llegando las células a contactar con la matriz dentaria,

mientras que el 4.2% y el 6.3% presentaron una proliferacion
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baja (M) y moderada (R), respectivamente. En el caso de las
muestras con matrices CL, el 64.6% alcanz6 una muy buena
proliferacion (MB), llegando las células a formar capas
celulares sobre la matriz dentaria (figuras 44, B y D), el
18.8% una buena proliferacion (B) llegando las células a
contactar con la matriz dentaria, mientras que el 10.4% vy el
4.2% presentaron una proliferacion baja (M) y moderada (R),

respectivamente (tabla 12).

M R B MB
Grupo n % % % n % %
HS 48 4.2 6.3 21 41 854 21
CL 48 10.4 4.2 18.8 31 64.6 2.1

Tabla 12. Proliferacioén celular en el Ensayo Optimizado tras dos semanas de
cultivo. El significado de las abreviaturas es el mismo descrito en la leyenda de la
tabla 11.

Tras cuatro semanas de cultivo, todas las muestras con
matrices HS presentaron una proliferacion celular muy alta,
llegando las células a envolver completamente la matriz
dentaria (figura 45, Ay C), mientras que de las muestras con
matrices CL solo fue el 78.1% el que alcanzé este grado de

proliferacion (tabla 13; figura 45, By D).
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Figura 44. Muestras a las dos semanas de cultivo, todas clasificadas como MB.
A: Muestra del grupo HS (10x). B: Muestra del grupo CL (10x). C: Muestra del
grupo HS (40x). D: Muestra del grupo CL (40x). Microscopio invertido de

contraste de fases.

Grupo

HS

CL

n

32

32

%

0

3.1

MB

%

0

18.8

n

32

25

%

100

78.1

Tabla 13. Proliferaciéon celular en el Ensayo Optimizado tras cuatro semanas de

cultivo. El significado de las abreviaturas es el mismo descrito en la leyenda de la

tabla 11.
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Figura 45. Muestras a las cuatro semanas de cultivo, todas clasificadas como E.
A: Muestra del grupo HS (10x). B: Muestra del grupo CL (10x). C: Muestra del
grupo HS (40x). D: Muestra del grupo CL (40x). Microscopio invertido de

contraste de fases.

Tras seis semanas de cultivo, todas la muestras, tanto con
matrices HS como con las matrices CL, presentaron una
excelente proliferacion llegando las células a formar gruesas
capas celulares envolviendo completamente a la matriz
dentaria (tabla 14; figura 46).
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Grupo
HS
CL

n
16
16

o

MB

%

n
16
16

%
100
100

Tabla 14. Proliferacion celular en el Ensayo Optimizado tras seis semanas de

cultivo. El significado de las abreviaturas es el mismo descrito en la leyenda de la

tabla 11.

Figura 46. Muestras a las seis semanas de cultivo, todas clasificadas como E. A:

Muestra del grupo HS (10x). B: Muestra del grupo CL (10x). C: Muestra del grupo

HS (40x). D: Muestra del grupo CL (40x). Microscopio invertido de contraste de

fases.
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Con el fin de facilitar la vision en su conjunto de los
resultados descritos anteriormente, a continuacion se incluye
una tabla comparativa donde se refleja la proliferacion celular
observada durante el Ensayo Optimizado en los diferentes
grupos de muestras estudiados (tabla 15).

Tiempo M R B MB E
de
cultivo |[Grupo n | n % n % n % n % n %
1
semana HS 64 | 5 7.8 5 7.8 |27 422 |27 422 | O 0
CL 64 |20 313 |17 266 (18 281 | 9 141 | O 0
2
semanas HS 48 | 2 4.2 3 6.3 1 21 |41 854 1 2.1
CL 48 | 5 104 | 2 4.2 9 188 |31 646 | 1 2.1
4
semanas HS 32| 0 0 0 0 0 0 0 0 32 100
CL 32| 0 0 0 0 1 3.1 6 188 |25 78.1
6
semanas HS 16| 0 0 0 0 0 0 0 0 16 100
CL 16| 0 0 0 0 0 0 0 0 16 100

Tabla 15. Proliferacién celular en el Ensayo Optimizado en todos los tiempos
estudiados. El significado de las abreviaturas es el mismo descrito en la leyenda
de la tabla 11.

Al analizar estos resultados globalmente se observo que
inicialmente la proliferacién celular en las muestras tratadas
con hipoclorito sdédico (grupo HS) fue mayor que en las
muestras tratadas con clorhexidina (grupo CL), a diferencia
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de los resultados obtenidos en el Estudio Preliminar. Esto
confirmd la hipdtesis formulada tras el analisis de los
resultados obtenidos en el Estudio Preliminar, en la que la
lenta proliferacion inicial observada en las muestras con
matrices dentarias tratadas con hipoclorito sédico se atribuy6
a la posible presencia de esta sustancia en los tubulos
dentinarios de dichas matrices, y apoy6 las variaciones
introducidas en el protocolo realizado en el Ensayo
Optimizado.

Al igual que ocurriera en el Estudio Preliminar, al aumentar el
tiempo de cultivo la proliferacion celular en los diferentes
grupos de muestras se fue igualando, siendo muy similar a

las seis semanas de cultivo.
3.2.2.2. Cambios morfologicos

Se tomaron muestras de los diferentes tiempos de cultivo
con el fin de incluirlas tanto en parafina como en resina
Epon, y realizar posteriormente cortes seriados para su
estudio microscopico. Al igual que en el Estudio Preliminar,
el criterio que se emple6 para decidir qué muestras se
fijarian en cada uno de los tiempos de estudio fue su
distribucién en las placas de cultivo, independientemente del
grado de proliferacion alcanzado por las DPSC en dichas
muestras. Asi, tal y como se indicé en Material y Métodos,

las muestras de las placas 1 y 2 se procesaron tras una
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semana de cultivo, las de las placas 3 y 4 tras dos semanas,
las de las placas 5 y 6 tras cuatro semanas, y las de las

placas 7 y 8 tras seis semanas.

Para una mejor comprension de los cambios morfolégicos
observados, éstos se valoraron en relacion a tres

paradmetros:

» Relativos al tratamiento de la matriz: se valoraron en
funcidn de si la matriz dentaria empleada habia sido
tratada con hipoclorito sédico o con clorhexidina.

» Relativos al tiempo de cultivo: se valoraron en funcién
del tiempo que permanecieron en cultivo.

= Relativos a la superficie: se valoraron en funcion de la
superficie de la matriz dentaria sobre la que

proliferaron las DPSC.

Relativos al tratamiento de la matriz

En general no se observaron diferencias destacables entre
las muestras con matrices tratadas con hipoclorito sodico
(grupo HS) y las muestras con matrices tratadas con
clorhexidina (grupo CL). Sin embargo, al igual que ocurriera
en el Ensayo Preliminar, en algunas de las muestras con
matrices tratadas con clorhexidina (grupo CL) se observaron

restos tisulares sobre algunas zonas de la superficie de la
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matriz dentaria que parecian dificultar la formacion de

nuevas capas celulares (figura 26).

Figura 47. Seccién de una muestra del grupo CL a las seis semanas de cultivo.

Sobre la dentina se observaron restos tisulares que dificultaron la formacién de
capas celulares sobre esta superficie. Tricromico de Masson, 40x.

Relativos al tiempo de cultivo

Tras una semana de cultivo, y al igual que ocurriera en el
Estudio Preliminar, al procesar las muestras para su

inclusién en parafina y resina Epon se observo que la union
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entre las capas celulares formadas por las DPSC y las
matrices dentarias era muy débil y poco estable,
desprendiéndose con facilidad e imposibilitando el analisis a
microscopia Optica y electronica mediante la realizacion de
cortes seriados.

A las dos semanas de cultivo, al procesar las muestras para
su inclusion en parafina y resina Epon, se observé que la
union entre las capas celulares formadas por las DPSC y las

matrices dentarias seguia siendo débil y poco estable.

A pesar de esto, en 4 de las muestras estudiadas las DPSC
permanecieron unidas a la matriz dentaria, lo que permitio el
estudio a microscopia Optica mediante la realizacion de

cortes seriados.

Sobre la dentina con los tubulos perpendiculares a la
superficie las DPSC comenzaron a adoptar un aspecto
estrellado produciendo una matriz intercelular de tipo
reticular, aunque no se pudo observar si las células en
contacto con la matriz de dentina emitian prolongaciones

celulares dentro de los tubulos dentinarios (figura 48).
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Figura 48. Seccién de una muestra del grupo HS a las dos semanas de cultivo.

Las DPSC crecidas sobre la dentina con los tubulos perpendiculares a la
superficie comenzaron a adoptar un aspecto estrellado rodeadas de una matriz

intercelular de tipo reticular. Tricromico de Masson, 40x.

Sobre el resto de las superficies, dentina con los tubulos
paralelos a la superficie y cemento, las DPSC adoptaron una
morfologia aplanada sobre la matriz dentaria y comenzaron a

formar capas celulares cohesionadas (figuras 49 y 50).
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Figura 49. Seccién de una muestra del grupo HS a las dos semanas de cultivo.

Las DPSC crecidas sobre la dentina con los tubulos paralelos a la adoptaron un

aspecto aplanado, formando una capa continua. Tricromico de Masson, 40x.

A partir de las cuatro semanas de cultivo, al procesar las
muestras para su inclusion en parafina y resina Epon se
observé que la union de la capa celular formada por las
DPSC sobre las matrices dentarias era fuerte y estable en la
mayoria de los casos, lo que posibilité la realizacion de
cortes seriados para su analisis a microscopias Optica y

electrénica.
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Figura 50. Seccién de una muestra del grupo HS a las dos semanas de cultivo.
Sobre el cemento las DPSC formaron capas celulares aplanadas. Tricromico de
Masson, 20x.

En general, a partir de este tiempo de cultivo, las estructuras
tisulares formadas por las DPSC sobre las diferentes
superficies de las matrices dentarias, fueron aumentando en
grosor a medida que se incremento el tiempo de cultivo, pero
no variaron sustancialmente su aspecto y sus caracteristicas
histoldgicas. En especial, en la mayoria de las muestras se
evidenci6 un gran aumento de la matriz intercelular

sintetizada (figura 51).
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Figura 51. Seccién de una muestra del grupo CL a las seis semanas de cultivo.

Sobre la dentina con los tubulos paralelos a la superficie las DPSC forman capas
aplanadas, produciendo abundante matriz intercelular rica en fibras de colageno.

Tricromico de Masson, 40x.

Sin embargo, al igual que se observé en el Estudio
Preliminar, en algunos casos, al aumentar el tiempo de
cultivo, sobre la dentina con los tabulos perpendiculares a la
superficie se produjo una condensacién de las capas
celulares, sustituyéndose el entramado de aspecto reticular
que encontramos en otras muestras por una matriz
intercelular densa rica en fibras de coldgeno vy
mucopolisacaricos. En estos casos las capas celulares

formadas por las DPSC fueron mas compactas, con un gran
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aumento de la celularidad, y se observaron zonas de aspecto
necrotico con restos celulares y fibrosos en las zonas mas

profundas (figura 52).

Relativos a la superficie

Confirmando los resultados obtenidos en el Estudio
Preliminar, se observé un comportamiento diferente de las
DPSC en funcion del tipo de superficie dentaria sobre la que

estaban adheridas.

En base a este hecho se diferenciaron tres tipos de

superficie:

I.  Sin contacto con la matriz dentaria.

[I.  Dentina con los tubulos perpendiculares u oblicuos a
la superficie. En ella se pueden observar los orificios
correspondientes a las entradas de los tubulos
dentinarios.

[ll.  Dentina con los tdbulos paralelos a la superficie. Es
mas o menos lisa, pues no presenta los orificios
correspondientes a las entradas de los tubulos
dentinarios. En esta categoria también se incluye la
superficie externa de la dentina en la que se ha
eliminado la capa de cemento ya que, aunque puede
presentar tubulos perpendiculares a la superficie, la
entrada a dichos tubulos esta parcialmente obliterada.
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€ Figura 52. Secciones de una muestra del grupo HS a las seis semanas de
cultivo. A: se observa una matriz intercelular densa con abundante colageno.
Tricromico de Masson. 40x. B: la capa celular sobre la dentina es compacta, y se

observa una matriz rica en mucopolisacéridos. PAS, 40x, aumentos originales.

V. Cemento.
l. Sin contacto con la matriz dentaria

En las zonas alejadas de la matriz dentaria las DSPC
formaron capas celulares bien cohesionadas con gran
produccién de matriz intercelular rica en densas fibras de
colageno. Asimismo, se observé cierto grado de
organizacion en el conjunto, pues las DPSC formaban capas
de gran densidad celular, alternAndose con capas casi
acelulares de matriz neoformada, de un espesor mas o

menos constante (figura 53A).

La deteccion inmunohistoquimica de sialofosfoproteina
dentinaria (DSPP) en cortes seriados de las muestras
incluidas en bloques de parafina, puso de manifiesto
abundantes depositos de esta proteina tanto en el
citoplasma de las DPSC como en la matriz intercelular. Estos
depoésitos parecian especialmente abundantes en la zona
periférica a la matriz, lo que podria indicar el inicio del

proceso de mineralizacién de dicha matriz (figura 53B).
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€ Figura 53. Secciones de una muestra del grupo HS a las cuatro semanas de
cultivo. A: Las DPSC formaron gruesas capas celulares, con abundante
produccion de matriz rica en colageno. Tricromico de Masson. 40x. B: Se
observaron depésitos de DSPP intracelulares y en la matriz sintetizada.

Deteccién inmunohistoquimica de DSPP, 40x.

Il. Dentina con los tubulos perpendiculares u oblicuos a

la superficie

Al igual que en el Estudio Preliminar, cuando las DPSC
crecieron adheridas a la dentina con los tubulos
perpendiculares a la superficie, las situadas en contacto con
la matriz formaron una capa poco cohesionada, adoptando
una morfologia aplanada paralela a la superficie y
rodeandose de matriz extracelular rica en colageno (figura
54A).

La deteccion inmunohistoquimica de DSPP en cortes
seriados de las muestras incluidas en bloques de parafina,
mostrd la presencia de esta proteina en el citoplasma de
gran parte de las células, asi como en la prolongacion
citoplasmatica que emitian hacia el interior de los tubulos

dentinarios (figura 54B).
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€& Figura 54. Secciones de una muestra del grupo HS a las cuatro semanas de
cultivo. A: Sobre la dentina con los tubulos perpendiculares a la superficie las
DPSC adoptan una morfologia odontoblastica, emitiendo prolongaciones
celulares dentro de los tubulos dentinarios. Tricrdmico de Masson, 40x. B: las
células  presentan depésitos de DSPP intracelulares.  Deteccion

inmunohistoquimica de DSPP, 40x.

Asociadas a estas ceélulas de aspecto odontoblastico
encontramos un estroma de aspecto reticular con células de
morfologia estrellada. Al tefir los preparados con tricromico
de Masson se observo que la matriz sintetizada por estas
células estrelladas contenia finas fibras de colageno en

forma de malla (figura 55A).

Mediante técnicas inmunohistoquimicas se observé que los
depdsitos de DSPP en la matriz de aspecto reticular proxima
a la dentina con los tubulos perpendiculares a la superficie
eran mucho menores que en las capas celulares formadas
sobre otras superficies de la matriz dentaria; sin embargo las
células de aspecto odontoblastico situadas en contacto con
los tubulos dentinarios si que presentaban depdsitos de esta

proteina en su citoplasma (figura 55B).
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€ Figura 55. Secciones de una muestra del grupo HS a las cuatro semanas de
cultivo. A: sobre la dentina con los tubulos perpendiculares a la supefficie las
DPSC producen una matriz de aspecto reticular (asterisco). Tricrémico de
Masson. 10x. B: en el citoplasma de las células y en la matriz reticular se
observaron depdsitos de DSPP, pero éstos fueron menores que los observados
en las capas celulares formadas sobre otras superficies de la matriz dentaria.

Deteccién inmunohistoquimica de DSPP, 10x.

Al estudiar las muestras a mayores aumentos se observo
como las DPSC adoptaron una morfologia similar a los
odontoblastos, en algunos casos orientandose
perpendicularmente a la superficie de la dentina, emitiendo
una o varias prolongaciones dentro de los tibulos dentinarios
a modo de proceso odontoblastico (figura 56), confirmando

los hallazgos del Estudio Preliminar.

Asimismo, mediante técnicas inmunohistoquimicas se
evidenciaron depositos de DSPP en el citoplasma
perinuclear de estas células de aspecto odontoblastico y en
sus prolongaciones celulares, alojadas en los tubulos

dentinarios (figura 57).
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Figura 56. Seccion de una muestra del grupo HS a las seis semanas de cultivo.

Dos células pseudo-odontoblasticas emiten varias prolongaciones celulares que
discurren por el interior de tubulos dentinarios. Tricromico de Masson, 100x.

Figura 57. Seccion de una muestra del grupo HS a las seis semanas de cultivo.
A: Se observan depdsitos de DSPP en el citoplasma y en las prolongaciones
celulares alojadas en los tubulos dentinarios. Deteccién inmunohistoquimica de
DSPP. 40x. B: Detalle de la region recuadrada en A, 100x. ->
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El andlisis de las muestras mediante microscopia electronica
(MET) confirmé los hallazgos realizados en el estudio a
microscopia Optica. Se observé que sobre la dentina con los
tubulos perpendiculares a la superficie las DSPC adoptaron
un aspecto odontoblasico, emitiendo prolongaciones dentro
de los tdbulos dentinarios (figura 58). En estas
prolongaciones se observd un alto contenido en filamentos
de actina, que podrian intervenir en el proceso de anclaje de

la célula a la matriz dentaria.

En las imagenes obtenidas también se puede apreciar la
diferencia, a nivel de la estructura de la matriz dentaria, entre
la dentina intertubular, rica en fibras de colageno y con un
aspecto mas electrodenso, y la dentina peritubular, en la
pared de los tubulos dentinarios y con un escaso contenido

en fibras de colageno (figura 58).
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Figura 58. Seccién de una muestra del grupo CL a las cuatro semanas de cultivo.

Sobre la dentina con los tubulos perpendiculares a la superficie las DPSC
adoptan un aspecto alargado, emitiendo prolongaciones citoplasmaticas
(asterisco) con gran contenido en filamentos de actina (a) dentro de los tibulos
dentinarios (t). Se observa la diferencia entre la dentina intertubular (d), con un
alto contenido en fibras de colageno, y la dentina peritubular (dp), en las paredes
de los tubulos dentinarios, pobre en colageno. MET, 3000x.

Sobre esta superficie las DPSC presentaban un citoplasma
irregular, grande y alargado , asi como un nucleo voluminoso
con cromatina laxa y un nucléolo evidente, rasgo tipico de
células productoras de matriz. También se observaron
abundantes vesiculas de secrecion, esféricas vy
electrodensas, y acumulos de glucégeno en su citoplasma.

En las zonas de anclaje a la matriz dentaria y de unién
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intercelular se observaron gruesos acumulos de filamentos

de actina (figura 59).
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Figura 59. Secciéon de una muestra del grupo HS a las cuatro semanas de

cultivo. Sobre la dentina con los tubulos perpendiculares a la superficie las DPSC
adoptan una morfologia alargada, presentando un nucleo voluminoso (n),
ctumulos de glucégeno (g), vesiculas de secrecion (flechas) y filamentos de actina
(a) en su citoplasma. Dentina intertubular (di) y peritubular (dp). MET, 2500x.

Asimismo, las DPSC presentaban un reticulo
endoplasmatico rugoso muy desarrollado, como corresponde
a células de gran actividad de sintesis (figura 60).
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€& Figura 60. Seccién de una muestra del grupo HS a las cuatro semanas de
cultivo. A: Sobre la dentina con los tubulos perpendiculares a la supefficie las
DPSC adoptan una morfologia alargada. MET. 1200x. B: Detalle de la region
recuadrada en A. Se observan cumulos de glucégeno (g), un reticulo
endoplasmatico rugoso (r) muy voluminoso, vesiculas de secrecion (flechas) y

filamentos de actina (a) en su citoplasma. MET, 5000x.

En el estudio de las diferentes muestras se observd que las
DPSC adoptaron formas irregulares sobre esta superficie,
pero siempre con un ndcleo voluminoso con cromatina laxa y
un nucléolo evidente. Los cortes obtenidos si permitieron
visualizar como las DPSC, adoptando un aspecto
odontoblastico, emitieron prolongaciones celulares a modo
de proceso odontoblastico en el interior de los tubulos

dentinarios de la matriz dentaria.

También se observo la presencia de vesiculas de secrecion
no solo en el citoplasma perinuclear, como se expuso
anteriormente, sino también a nivel de estas prolongaciones

citoplasmaticas (figura 61).

Figura 61. Seccion de una muestra del grupo HS tras cuatro semanas de cultivo.
A: Se observa una célula de aspecto odontoblastico sobre la dentina con los
tubulos perpendiculares a la superficie, emitiendo una prolongacién dentro de
uno de estos tubulos. MET. 3000x. B: Detalle de la regién recuadrada en A. A
mayor aumento, en la prolongacién celular (asterisco), se observan vesiculas de
secrecion (flechas). Dentina intertubular (d;). MET, 10000x. 2>
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Las imagenes obtenidas confirmaron que, ademas del
aspecto odontoblastico y los rasgos tipicos de células de
gran actividad secretora, como son la presencia de
cromatina laxa en el ndcleo y un reticulo endoplasmatico
rugoso abundante, las DPSC se encontraban secretando
activamente matriz rica en fibras de colageno sobre la
superficie de la matriz dentaria, pues se pudo observar a
DPSC liberando las vesiculas de secrecion sobre dicha

superficie (figura 62).

Figura 62. Seccion de una muestra del grupo HS a las seis semanas de cultivo.
A: Célula de aspecto odontoblastico sobre la dentina con los tubulos
perpendiculares a la superficie emitiendo una prolongacién dentro de un tubulo
dentinario. MET. 1500x. B: Detalle de la region recuadrada en A. En la
prolongacioén celular (asterisco), se observan filamentos de actina (a). La célula
esta secretando matriz rica en fibras de colageno (flechas). Dentina intertubular
(di) y peritubular (dp). MET, 4000x. 2>
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En algunas imagenes se observo la presencia de gruesos
filamentos de actina en las prolongaciones citoplasmaticas
gue se encontraban alojadas en los tubulos dentinarios,
probablemente relacionados tanto con el mantenimiento de
la forma de dichas prolongaciones celulares, asi como con el

anclaje de la célula a la matriz dentaria (figura 63).

Al estudiar las muestras a mayores aumentos se observo
gue estas prolongaciones celulares presentaban una forma
conica y un grosor variable, ocupando gran parte de la luz,
aungue no totalmente, del tubulo dentinario. En ellas se pudo
observar un citoesqueleto muy desarrollado, con abundantes
microtubulos y microfilamentos. Ademas se encontraron
abundantes vesiculas de secrecién, de tamafo variable y

con un contenido electrodenso (figura 64).

Figura 63. Seccioén de una muestra del grupo CL a las seis semanas de cultivo.
A: Se observa una célula de aspecto odontoblastico emitiendo una prolongacion
dentro de un tabulo dentinario. MET. 1500x. B: Detalle de la regién recuadrada
en A. En la prolongacién celular (asterisco), se observan una gran cantidad de
filamentos de actina (a). Dentina intertubular (d;) y peritubular (dp). MET, 5000x. 2
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€& Figura 64. Secciones de una muestra del grupo HS a las seis semanas de
cultivo. A y B: Detalles de las prolongaciones celulares (asterisco) emitidas por
las DPSC en los tubulos dentinarios. En ellas se observan vesiculas de secrecion
(flechas), microtubulos y microfilamentos. MET, 10000x.

lll. Dentina con los tubulos paralelos a la superficie

Sobre la dentina con los tubulos paralelos a la superficie y
sobre la superficie externa de la dentina las DPSC adoptaron
una morfologia aplanada, formando capas bien
cohesionadas y produciendo abundante matriz intercelular
sobre la matriz dentaria. Al tefiir los preparados con

tricromico de Masson se observé que esta matriz era rica en

colageno (figura 65).
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€& Figura 65. Seccion de una muestra del grupo CL a las cuatro semanas de
cultivo. Sobre la capa externa de la dentina las DPSC forman capas aplanadas,
produciendo abundante matriz intercelular rica en fibras de colageno. Tricrémico

de Masson, 40x.

Al estudiar las muestras a MET, se observé que las DPSC
adoptaron una morfologia aplanada, formando capas mas
cohesionadas y produciendo abundante matriz intercelular
rica en fibras de colageno sin una orientacion definida en

relacion a la superficie de la matriz dentaria (figura 66).

Figura 66. Seccion de una muestra del grupo HS a las cuatro semanas de

cultivo. Sobre la dentina con los tubulos paralelos a la superficie las DPSC
forman capas celulares aplanadas, produciendo abundante matriz intercelular

rica en colageno. MET, 3000x.
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Al igual que sobre la dentina con los tubulos perpendiculares
a la superficie, sobre esta superficie las DPSC presentaban
también los rasgos de una gran actividad secretora: un
ndcleo voluminoso con la cromatina laxa, un reticulo
endoplasmatico rugoso muy desarrollado y gran cantidad de

vesiculas de secrecion (figura 67).

En los cortes obtenidos se observaron algunas
prolongaciones celulares alojadas en los tubulos dentinarios.
El origen de estas prolongaciones podrian ser las células
situadas sobre esta superficie (dentina con los tubulos
paralelos a la superficie), o que supondria que habrian
podido emitirla a través de alguna comunicacion lateral de
los tubulos, o podrian provenir de células situadas en otras
superficies mas alejadas (dentina en la que los tibulos estan
orientados de forma perpendicular a la superficie), pues,
como se pudo observar en las imagenes obtenidas en el
estudio a microscopia optica, estas prolongaciones celulares

en algunos casos son de gran longitud.

También se observaron importantes acumulos
citoplasmaticos de filamentos de actina en las zonas de

anclaje intercelular (figura 68).
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€ Figura 67. Seccion de una muestra del grupo CL a las seis semanas de
cultivo. A: Se observan células aplanadas sobre la dentina con los tubulos
paralelos a la superficie. MET, 2500x. B: Detalle de la region recuadrada en A. En
el citoplasma de éstas células se observa un nucleo voluminoso (n), un reticulo
endoplasmatico rugoso (r) muy desarrollado y abundantes vesiculas de secrecion
(flechas). En el interior de los tubulos dentinarios se observan algunas

prolongaciones celulares alojadas (asteriscos). MET, 4000x.

Figura 68. Seccién de una muestra del grupo HS a las cuatro semanas de

cultivo. En el citoplasma de las DPSC se observan las uniones intercelulares (a),
ricas en filamentos de actina, y vesiculas de secrecion (flechas). En la pared del
tubulo dentinario se aprecian depodsitos de matriz neoformada (m,) rica en

colageno. Dentina intertubular (di) y peritubular (d,). MET, 10000x.
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En relacion a los tubulos dentinarios seccionados
transversalmente, en algunas zonas se observé que la
mayoria de ellos estaban ocupados por prolongaciones
celulares, probablemente  provenientes de las células
odontoblasticas situadas sobre la dentina con los tabulos

perpendiculares a la superficie.

Alrededor de estas prolongaciones celulares y sobre la pared
de los tdbulos, se observaron depdésitos de matriz
extracelular no mineralizada y rica en fibras de colageno. Al
estudiar la muestra a mayores aumentos, al igual que en los
cortes longitudinales correspondientes a la dentina con los
tubulos perpendiculares a la superficie, se observé que
dichas prolongaciones celulares presentaban en su interior
abundantes microtibulos y microfilamentos, asi como

vesiculas de secrecion de aspecto electrodenso (figura 69).

Figura 69. Seccién de una muestra del grupo HS a las seis semanas de cultivo.
A: Se trata de un corte transversal de los tubulos dentinarios en dentina con los
tubulos paralelos a la superficie, en cuyo interior se observan las prolongaciones
celulares de las DSPC. MET. 2500x. B: Detalle de la regién recuadrada en A. Se
observan vesiculas de secrecion (flechas) dentro de las prolongaciones celulares
(asteriscos) alojadas en los tubulos, y depositos de matriz neoformada (mp) en las

paredes del tubulo. Dentina intertubular (di) y peritubular (dy). MET, 10000x. =
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Algunas de las imagenes obtenidas permitieron visualizar
etapas del proceso de liberacion de estas vesiculas desde la
prolongacion alojada dentro del tubulo dentinario, para

producir matriz sobre las paredes del tabulo (figura 70).

Figura 70. Seccion de una muestra del grupo HS a las seis semanas de cultivo.

Se observa la secrecién de matriz rica en colageno (flecha) en la pared del tubulo
dentinario desde la prolongacién celular (asterisco) de una DPSC. Dentina
intertubular (d;) y peritubular (d,). MET, 8000x.

176



Resultados

IV. Cemento

Sobre el cemento las DPSC formaron densas capas
celulares con abundante matriz intercelular rica en colageno,
similares a las observadas sobre la dentina con los tabulos
paralelos a la superficie (figura 71A). Mediante técnicas
inmunohistoquimicas se observaron abundantes depdsitos
de DSPP intracelulares en gran parte de las células y en la
matriz intercelular (figura 71B).

A mayor aumento se observo la presencia de depoésitos de
DSPP también en algunas zonas de la matriz intercelular

sintetizada (figura 72).

A las seis semanas de cultivo, tal y como se observé en el
Estudio Preliminar, sobre el cemento las DPSC formaron
capas de células aplanadas con abundante matriz
intercelular rica en colageno. La orientacion de las fibras de
colageno sintetizadas directamente sobre la superficie del
cemento era predominantemente perpendicular a la misma
(figura 73).

Al estudiar las muestras a MET se confirmaron los hallazgos
realizados en el estudio a microscopia Optica, pues se
observo que las DPSC adoptaron una morfologia aplanada,
formando capas bien cohesionadas y produciendo

abundante matriz intercelular rica en fibras de colageno.
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€& Figura 71. Secciones de una muestra del grupo CL a las cuatro semanas de

cultivo. A: Sobre el cemento (asterisco) las DPSC forman capas celulares

aplanadas, sintetizando una matriz intercelular rica en colageno. Tricromico de

Masson, 20x. B: Sobre el cemento (asterisco) se observaron depdsitos de

DSPP en las células y en la matriz intercelular sintetizada. Deteccion

inmunohistoquimica de DSPP, 20x.
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Figura 72. Seccién de una muestra del grupo CL a las cuatro semanas de cultivo.
Se observan depdsitos de DSPP en las células y en la matriz intercelular

sintetizada. Deteccién inmunohistoquimica de DSPP, 40x.
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Figura 73. Seccién de una muestra del grupo CL a las seis semanas de cultivo.

Sobre el cemento las DPSC sintetizaron fibras de colageno orientadas
perpendicularmente a la superficie. Tricromico de Masson, 40x.

Las imagenes obtenidas mostraron que las DPSC
presentaban un citoesqueleto muy desarrollado, con
acumulos de gruesos filamentos de actina en su citoplasma,
asi como una gran actividad secretora, pues mostraron a las
DPSC liberando activamente matriz rica en fibras de

colageno (figura 74).

Figura 74. Seccion de una muestra del grupo CL tras seis semanas de cultivo. A:
Sobre el cemento las DPSC adoptaron un aspecto aplanado. MET. 2500x. B:
Detalle de la region recuadrada en A. En estas células se observaron gruesos
acumulos de filamentos de actina (a), asi como la secrecion de matriz

extracelular rica en fibras de colageno (flechas). MET, 5000x. >
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Discusion

Desde que en el afo 2000 Gronthos y colaboradores
aislaran, caracterizaran y describieran algunas de las vias
de diferenciacion de las células madre de la pulpa dental
(DPSC), se han realizado multiples estudios en los que se
ha analizado el potencial de estas células para generar
distintos tipos celulares, asi como los estimulos que pueden

inducir o modificar dicho proceso de diferenciacion.

Las estrategias seguidas en los estudios publicados se
podrian englobar, a grandes rasgos, en tres grupos. Por un
lado, algunos autores (Gronthos et al., 2000; Zhang et al.,
2006; Laino et al., 2006; Waddington et al., 2009; Karadz et
al., 2010 y 2011; Ferroni et al., 2015), han estimulado la
diferenciacion de las DPSC mediante modificaciones en la
composicién del medio de cultivo. En estos estudios se ha
descrito coémo mediante la adicion de determinadas
sustancias en el medio de cultivo, las DPSC eran capaces
de diferenciarse en células formadoras de tejidos
mineralizados (hueso y dentina), formadoras de cartilago,
células musculares o células nerviosas, entre otras. Dentro
de este grupo también podemos incluir los estudios en los
gue se han co-cultivado DPSC con otros tipos celulares (Yu
et al., 2006; Honda et al., 2009), pues se puede considerar
qgue el factor inductor de la diferenciacién son las sefiales

guimicas que se generan entre las células.
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Por otro lado, en algunos estudios (Zhang et al., 2006; Kim
et al., 2009; Vallés-Lluch et al., 2010; Wang et al., 2011;
Zheng et al., 2011) se han cultivado las DPSC en entornos
artificiales con una configuracion tridimensional y/o una
composicién similares a las que encontramos en algunos
tejidos del organismo (dentina), lo que ha inducido a estas
células a adoptar una morfologia caracteristica, mostrando
un patron de comportamiento semejante al que siguen las

células en estos entornos biolégicos dentro del organismo.

Y por ultimo, otros autores (Batouli et al., 2003; Huang et
al., 2010; Shao et al., 2011; Galler et al., 2011; Zhu et al.,
2012; Lei et al., 2013; Choung et al., 2013; Nakashima et
al., 2014; Chen et al., 2015) han cultivado las DPSC con
matrices de origen dentario, lo que ha dotado a las células
de un entorno tridimensional 6ptimo, a la vez que las ha
puesto en contacto con los elementos organicos e

inorganicos que componen los tejidos dentarios naturales.

En el presente trabajo se siguid esta Ultima estrategia,
estudiando la proliferacion y el comportamiento de las
DPSC en contacto con dentina y cemento. Sin embargo,
indirectamente, la presencia de estas matrices dentarias
estimul6 también la diferenciacion de las DPSC mas
alejadas de ellas, como se expuso en el apartado de

Resultados.
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En comparacion con las otras estrategias, el empleo de
matrices derivadas de tejido dentario natural, aparte de las
ventajas ya mencionadas, ofrece la posibilidad de acercar
los resultados obtenidos a sus aplicaciones clinicas en el
campo de la regeneracion de los tejidos dentarios vy

peridentarios.
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4.1. Matrices dentarias

En el presente estudio, las DPSC se cultivaron en
presencia de matrices de origen dentario. Como se expuso
anteriormente, las células experimentaron unos cambios
morfolégicos y formaron capas celulares diferentes en
funcidn del tipo de superficie sobre la que proliferaron. Los
resultados del Estudio Preliminar mostraron que sobre la
dentina con los tubulos perpendiculares a la superficie las
DPSC adoptaron una morfologia odontoblastica vy
comenzaron a sSintetizar matriz extracelular rica en
colageno, independientemente del tratamiento realizado a
la superficie de la matriz (con NaClO o con clorhexidina). La
matriz extracelular que se habia sintetizado alrededor de
estas células odontoblasticas era de tipo reticular, tal y
como se evidencid en las preparaciones tefidas con
tricromico de Masson, similar a la que encontrariamos en
relacion con los odontoblastos en el tejido conjuntivo pulpar
(Ten Cate, 1986).

En el Ensayo Optimizado, mediante técnicas de deteccion
inmunohistoquimica, se observO la presencia de
sialofosfoproteina dentinaria (DSPP) en el citoplasma de
estas células odontoblasticas. Esta proteina ha sido
ampliamente relacionada con el proceso de mineralizacién

de la matriz dentinaria (Prasad et al., 2010; Suzuki et al.,
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2012; Nanci, 2013), asi como de otros tejidos duros del
organismo, como el esmalte (Ritchie et al., 1997; Begue-
Kirn et al., 1998), el cemento o el hueso alveolar (Baba et
al., 2004). La presencia de DSPP podria indicar que las
DPSC habian iniciado el proceso de mineralizacion de la

matriz colagena sintetizada.

Como se ha indicado anteriormente, en los Ultimos afos
han sido varios los estudios en los que también se han
cultivado DPSC en presencia de matrices dentarias (Batouli
et al.,, 2003; Huang et al., 2010; Shao et al., 2011; Galler et
al., 2011; Zhu et al., 2012; Lei et al., 2013; Choung et al.,
2013; Nakashima et al, 2014; Chen et al., 2015),
obteniendo resultados muy dispares. En todos ellos
Unicamente se estudié el comportamiento de las DPSC
sobre la dentina con los tubulos perpendiculares a la

superficie, y no sobre otras superficies dentarias.

El primer estudio publicado en el que se emplearon
matrices dentarias como agente inductor para la
diferenciacion de las DPSC fue el realizado por Batouli y
colaboradores (2003). En este estudio, las DPSC se
cultivaron en el interior de la camara pulpar de terceros
molares durante 12 horas y se trasplantaron, junto con la
matriz dentaria, en ratones atimicos. Se implantaron

también matrices dentarias con células madre de médula
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O0sea (BMSC) como controles. Previamente los dientes
habian sido preparados eliminando el tejido conjuntivo
pulpar, la predentina y la capa interna de la dentina, y
tratando la superficie dentinaria brevemente con &cido
acético. Por otro lado, se implantaron también DPSC y
BMSC con granulos de hidroxiapatita (HA) y fosfato
tricalcico (TCP). Los resultados de este estudio mostraron
gue cuando se emplearon granulos de HA/TCP, al igual
gue ocurriera en estudios publicados anteriormente
(Gronthos et al., 2000 y 2002), en las muestras donde se
cultivaron BMSC se habia formado tejido 6seo y médula
O0sea, mientras que en las muestras en que se cultivaron
DPSC se encontraron estructuras similares a complejos
dentino-pulpares, con células de morfologia odontoblastica
y una matriz mineralizada con una organizacién similar a la
dentina. Sin embargo, en las muestras implantadas con
matrices dentarias, sobre la superficie de la dentina las
DPSC adoptaron una morfologia ovalada pero sin emitir
prolongaciones celulares en el interior de los tubulos
dentinarios, y depositaron matriz extracelular mineralizada
pero con un aspecto similar a la dentina reparativa, es
decir, sin tabulos dentinarios. En las muestras en que se
cultivaron BMSC, no se observo la formacion de matriz
extracelular mineralizada sobre la superficie de la dentina.
Mediante inmunodeteccion se evidenciaron depdsitos de

sialoproteina dentinaria Unicamente en la dentina
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peritubular de la matriz preexistente, y no en la matriz

mineralizada neoformada por las DPSC.

Los resultados del estudio de Batouli et al. difieren de los
obtenidos en el presente estudio, en el que las DPSC sobre
la dentina si que adoptaron una morfologia odontoblastica.
El hecho de que sobre los granulos de HA/TCP si que se
observaran estructuras celulares similares a los complejos
dentino-pulpares y sobre la dentina las DPSC formaran
dentina reparativa podria deberse a que, secuestrados en
la matriz dentinaria, se ha detectado la presencia de
numerosos factores quimiotacticos (TGF-B8, FGF-2, IGF-1,
VEGF, PDGF, IL-8 e IL-10) (Roberts-Clarke et al., 2000;
Zhang et al., 2011; Smith et al., 2012). Estos factores, al
producirse la disolucién de la matriz por efecto de agentes
acidos, tal y como ocurre en la caries, se liberan y
desencadenan la activacion del proceso inflamatorio pulpar
y la activacion de los odontoblastos para formar dentina
reactiva/reparativa (Smith et al., 2001, Lee et al., 2015).

En la pulpa, cuando por causa de un proceso cariogénico
moderado/avanzado mueren odontoblastos, las células que
ocupan su lugar no emiten prolongaciones citoplasmaticas
dentro de los tubulos dentinarios, sino que los cierran
mediante la aposicion de dentina reparativa (Gomez de

Ferraris y Campos, 2009; Nanci, 2008). De forma analoga,
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la desmineralizacion experimental mediante &cido acético
podria haber favorecido la liberacion de gran cantidad de
estas moléculas, las cuales habrian estimulado a las DPSC
en contacto con la dentina a cerrar los tubulos dentinarios
mediante la sintesis de dentina reparativa. En el presente
trabajo, tanto en el Estudio Preliminar como en el Ensayo
Optimizado, no se emplearon agentes desmineralizantes
sobre la matriz dentinaria por lo que, de producirse la
liberacibn de esos factores quimiotacticos, la liberacién

habria sido muy lenta.

Estos hallazgos concuerdan con los obtenidos en el estudio
publicado por Huang y colaboradores (2010), en el que se
cultivaron DPSC en andamiajes de acido poli(lactico-co-
glicélico) o PLGA. Una vez sembradas, los andamiajes con
las células fueron colocados en el interior de una matriz
dentaria e implantados en el dorso de ratones
inmunodeprimidos. Paralelamente se realiz6 el mismo
procedimiento empleando células madre de la papila apical
dental (SCAP). Para preparar la matriz dentaria, se
realizaron secciones transversales de las raices de dientes
humanos extraidos, se elimind el tejido conjuntivo pulpar y
se ensancho el canal radicular hasta alcanzar un diametro
de 2-2.5 mm, y se sell6 uno de los extremos con agregado
de troxido mineral (MTA). A continuacion se trato la

superficie de la dentina con EDTA, acido citrico, betadine®
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y NaClO. Los resultados mostraron que en ambos grupos
de muestras, a los cuatro meses de la implantacion, en el
canal radicular se habia generado un tejido vascularizado
similar al tejido conjuntivo pulpar, y sobre las paredes de la
dentina se habia depositado una fina capa de matriz
mineralizada. Las células adyacentes a la matriz
neoformada constituyeron una capa desorganizada y, en
general, dicha matriz carecia de una organizacion
estructural definida, asemejandose a la dentina reparativa.
Sin embargo, las células adoptaron una morfologia
odontoblastica tipica, con el citoplasma polarizado y
emitiendo una prolongacibn a modo de proceso
odontoblastico en el interior de la matriz neoformada,
sintetizando una matriz mineralizada de aspecto similar a la
dentina, con tabulos dentinarios en su interior, aunque este
comportamiento se observd Unicamente en zonas
concretas de algunas de las muestras. Las muestras en las
gue se emplearon SCAP presentaron un volumen mayor de
matriz dentaria neoformada, asi como mejor organizacion
de las capas celulares del tejido conjuntivo pulpar
neoformado, en comparacién con las muestras en las que
se usaron DPSC. El analisis mediante diversos anticuerpos
reveld que las células que formaban estos nuevos tejidos
eran de origen humano y, por tanto, derivaban de las

células implantadas inicialmente con la matriz, y no eran
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células del huésped que habian colonizado la matriz

implantada.

Asi pues, al igual que en el estudio de Batouli y
colaboradores (2003), al producir una desmineralizacién de
la matriz, en este caso mediante EDTA y acido citrico, se
habrian liberado factores quimiotacticos que habrian
estimulado la formacion de dentina reparativa sobre la
superficie de la matriz dentinaria. El que sé6lo se observaran
células de aspecto odontoblastico, con prolongaciones
celulares dentro de los tubulos dentinarios, en algunos
puntos concretos de algunas de las muestras podria
deberse a una desmineralizacion menos intensa en esos

puntos o a otros factores aun desconocidos.

Sin embargo, no en todos los estudios en los que se habia
desmineralizado previamente la matriz dentinaria se
observd el mismo comportamiento de las DPSC. En el
estudio publicado por Shao y colaboradores (2011) se
cultivaron DPSC sobre discos de dentina desmineralizada.
Estos discos fueron preparados tratando brevemente la
superficie con EDTA vy &cido citrico para eliminar el barrillo
dentinario. Después los discos se sometieron a un
tratamiento mas prolongado de desmineralizacion con
EDTA, se esterilizaron con NaClO y se mantuvieron en

DPBS. Paralelamente, se cultivaron también células madre
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del ligamento periodontal (PLSC) sobre discos de dentina
tratados con el mismo procedimiento. A los 4 dias de
cultivo, las DPSC presentaban un aspecto muy elongado y
comenzaron a formar multicapas, emitiendo prolongaciones
celulares monopolares en el interior de los tubulos
dentinarios. A los 10 dias de cultivo, las DPSC formaron
capas mas densas y aparecieron algunos pequefios
depdsitos de matriz extracelular. Las PLSC adoptaron un
aspecto fusiforme, pero no presentaban prolongaciones
celulares hacia el interior de los tubulos dentinarios. El
analisis mediante inmunofluorescencia revel6 cambios
significativos en el citoesqueleto de las DPSC, apareciendo
cumulos de fibrillas de actina dispuestas en el eje de la
células y en las prolongaciones citoplasmaticas. Asimismo,
también se observd un importante incremento de la
actividad de la fosfatasa alcalina a partir del cuarto dia de
cultivo. Estos resultados coinciden con los obtenidos en el
presente trabajo, en los que las DPSC también adoptaron
una morfologia odontoblastica, emitiendo prolongaciones
citoplasmaticas en los tdbulos dentinarios y sintetizando
matriz extracelular vy, tal y como se evidencié en el estudio
a microscopia electronica, observandose en su citoplasma
gruesos haces de filamentos de actina que reforzaban el

citoesqueleto y el anclaje celular.
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Un estudio especialmente contradictorio con los resultados
de los trabajos anteriormente descritos es el realizado por
Lei y colaboradores (2013). En él se cultivaron in vitro e in
vivo células madre de la médula 6sea (BMSC) en el interior
de los conductos radiculares de dientes extraidos. En estos
dientes la raiz fue seccionada transversalmente y el tejido
conjuntivo pulpar y la capa de predentina fueron
eliminados. La superficie de la dentina fue tratada con
EDTA, acido citrico y etanol. Los resultados del estudio in
vitro mostraron que las BMSC en contacto con la superficie
de la dentina adoptaron una morfologia odontoblastica,
alinedndose perpendicularmente a la dentina y emitiendo
prolongaciones celulares en el interior de los tdbulos
dentinarios a modo de proceso odontoblastico. El estudio
mediante deteccién inmunohistoquimica revelo la presencia
de DSPP en el citoplasma de estas células con aspecto
odontoblastico y, mediante RT-PCR (reaccion en cadena
de la polimerasa a tiempo real) y analisis Western Blot, se
confirmd la expresion de esta proteina. Para el estudio in
vivo, las matrices dentarias con BMSC se implantaron en la
capsula renal de ratones atimicos. Los resultados
confirmaron los hallazgos obtenidos en el estudio in vitro,
pues a las seis semanas de la implantacion, las células en
contacto con la dentina presentaban un aspecto
tipicamente odontoblastico, formando una capa bien

organizada, con un citoplasma polarizado y orientado
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perpendicularmente a la matriz, y presentando
prolongaciones celulares hacia el interior de los tubulos
dentinarios. El andlisis inmunohistoquimico reveld una

inmunorreactividad positiva a la DSPP en estas células.

Los resultados del trabajo de Lei y colaboradores no
coinciden con los de otros trabajos publicados en dos
aspectos: por un lado, aunque se han empleado cultivos de
BMSC como controles en otros estudios con DPSC
(Gronthos et al., 2000 y 2002; Batouli et al., 2003), es el
unico donde se observo la diferenciacion odontoblastica de
las BMSC vy, por otro lado, no se observo la formacion de
dentina reparativa sobre la superficie de la matriz
dentinaria, a pesar de haberla sometido a una
desmineralizacion rapida mediante el tratamiento con EDTA

y &cido citrico.

Un estudio que puso en relieve la importancia de las
sefales intercelulares en la regeneracion de los tejidos
dentarios es el publicado por Choung y colaboradores
(2013). En él se cultivaron in vivo DPSC con matrices
dentarias, empleando un medio de cultivo acondicionado
por pre-ameloblastos (PA-CM) procedentes de la papila
apical de germen dentario de rata. Las células de la papila
apical proceden de la vaina epitelial de Hertwig y se ha

demostrado su capacidad para diferenciarse en
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ameloblastos (Lee et al., 2011). Para preparar las matrices
dentarias, se tomaron secciones de la raiz de dientes
extraidos en las que se elimind el tejido conjuntivo pulpar y
la predentina, y se trataron con una disolucion de NaClO. A
continuacion se desmineralizaron brevemente con EDTA, y
se esterilizaron con oOxido de etileno. Las DPSC se
mezclaron con el PA-CM en un gel de fibrina, se
introdujeron en el interior del conducto radicular de las
matrices dentarias tratadas y se implantaron en el dorso de
ratones inmunodeprimidos. En las muestras control, en las
cuales se emple6 un medio de cultivo convencional, se
observé que en el interior de las matrices dentarias se
habia formado tejido muscular esquelético y que sobre la
superficie de la dentina se habia formado un tejido
mineralizado sin una estructura definida y con algunas
células en su interior, similar a la dentina reparativa. Sin
embargo, en las muestras en las que se empled PA-CM, en
el interior de las matrices dentarias se observé un tejido con
una morfologia muy similar a la pulpa dentaria normal, y las
células en contacto con la matriz dentinaria presentaron un
aspecto tipicamente odontoblastico, emitiendo
prolongaciones celulares en el interior de los tdbulos
dentinarios. En las muestras en las que se emple6 PA-CM,
el andlisis inmunohistoquimico revelé la abundante
presencia de DSPP y nestina, concentradas en las células

odontoblasticas en contacto con la matriz dentaria y en sus
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prolongaciones celulares alojadas en los tubulos
dentinarios, mientras que en las muestras en las que se
us6 un medio de cultivo convencional la presencia de estas
proteinas era menor y mas diseminada. Estos resultados
mostraron que, tras haber realizado una desmineralizacién
débil de la superficie dentinaria, las DPSC cultivadas en
medio de cultivo convencional formaron dentina reparativa
sobre la superficie de la matriz dentinaria, al igual que se
observara en los trabajos de Batouli et al. (2003) y Huang
et al. (2010). Sin embargo, en las mismas condiciones pero
con las sefales quimicas procedentes de los pre-
ameloblastos, las DPSC fueron capaces de generar un
nuevo tejido conjuntivo pulpar en la camara pulpar del
diente. Estos hallazgos sugieren que en si misma la matriz
dentinaria, a pesar de contener gran variedad de factores
guimiotacticos, no posee capacidad suficiente para inducir
la formacion de un tejido conjuntivo pulpar ordenado y
estructurado, tal y como encontrariamos en un diente

normal.

El analisis de los resultados del presente estudio y de los
hallazgos de los trabajos publicados por otros autores
parecen indicar que in vitro, sobre la dentina con los tubulos
perpendiculares a la superficie y sin otro factor inductor que
la propia matriz dentinaria, las DPSC (BMSC en el caso del

trabajo de Lei et al. publicado en 2013) tienden a adoptar
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una morfologia odontoblastica, mientras que en las
experiencias in vivo, la tendencia es a formar dentina

reparativa para sellar los tibulos dentinarios.

Recientemente, algunos autores, utilizando un modelo
animal, han realizado estudios in vivo en los que, tras
extraer el tejido conjuntivo pulpar de un diente, se han
probado diferentes alternativas in situ para estimular la
regeneracién completa de dicho tejido (Galler et al., 2011;
Zhu et al., 2012; Nakashima et al., 2014).

En el presente estudio, no se observaron diferencias a nivel
morfolégico entre las capas celulares formadas por las
DPSC sobre las matrices tratadas con clorhexidina vy las
tratadas con NaClO. Sin embargo, otros estudios
publicados han relacionado el tratamiento de la matriz
dentinaria mediante NaClO con una actividad
odontoclastica sobre dicha matriz. En el trabajo publicado
por Galler y colaboradores (2011) se cultivaron in vivo
DPSC en un hidrogel enriquecido con los factores VEGF,
TGF-B1 y FGF. Las DPSC crecidas en el hidrogel se
colocaron en el interior de matrices dentarias y se
implantaron en ratones inmunodeprimidos. Las matrices
dentarias fueron preparadas a partir de fragmentos de
raices de molares, en las que se elimino el tejido conjuntivo

pulpar y se ensanchd mecénicamente el canal radicular
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hasta un diametro de 1.5 mm. A continuacion fueron
tratadas siguiendo dos procedimientos. En un grupo de
muestras las matrices fueron sumergidas en PBS, tratadas
con NaClO y lavadas con PBS. En el otro grupo de
muestras se siguié el mismo procedimiento que con el
primero, pero ademas, tras él, las matrices se sumergieron
brevemente en EDTA y se lavaron con en PBS. Los
resultados mostraron que en el grupo de muestras tratadas
con EDTA se habia formado un tejido conjuntivo muy
similar al de la pulpa dental, con células de aspecto
odontoblastico y en las que se detectd6 mediante
inmunohistoquimica la presencia de DSP en contacto con
la dentina. En las muestras tratadas solo con NaClO
aparecieron zonas de reabsorcion de la matriz dentaria, con
presencia de células multinucleadas de tipo odontoclastico
y con un tejido conjuntivo peor organizado que en las
muestras del otro grupo. Asi pues, los autores de este
estudio concluyen que la desmineralizacion rapida de la
superficie dentinaria mediante EDTA libera factores
guimiotacticos secuestrados en la matriz, lo que unido a los
factores de crecimiento con que se enriquecié el cultivo,
habria proporcionado a las DPSC las sefiales adecuadas
para su diferenciacion y la formacion de un tejido conjuntivo
pulpar perfectamente ordenado, mientras que el NaClO
habria estimulado una actividad odontoclastica sobre la

matriz.
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Estos resultados no coinciden con los del estudio publicado
por Zhu y colaboradores (2012). En él se aplicaron cuatro
métodos diferentes para estimular la regeneracién in vivo
del tejido conjuntivo pulpar tras realizar una pulpectomia en
premolares de perro. Tras la pulpectomia, la dentina se
trato irrigando en el interior de la camara pulpar con NaClO
y con EDTA. Se lavd con una disolucion salina, se seco la
camara pulpar y se rellené siguiendo cuatro estrategias
diferentes: con un coagulo de sangre, con DPSC, con
plasma rico en plaquetas (PRP) o con DPSC y PRP. La
apertura coronal se sell6 con agregado de trioxido mineral
(MTA). Los resultados obtenidos no mostraron diferencias
significativas entre los diferentes grupos de muestras. En
todos ellos, cubriendo la superficie de la dentina de la
camara pulpar se observé un tejido mineralizado similar al
cemento y, en contacto con éste, un tejido conjuntivo con
gruesos haces de fibras de colageno asociados a algunos
islotes de tejido 6seo neoformado, similar al ligamento
periodontal. En ninguna de las muestras se observé la
formacion de un tejido similar a la dentina. Asi pues, a
pesar de haber producido una desmineralizacion rapida de
la superficie dentinaria, no se observd la diferenciacion
odontoblastica de las DPSC. Una posible causa podria ser
gue la poblacion de DPSC implantada en la cdmara pulpar
no sobreviviera o se diseminara, y la regeneracion del tejido

pulpar se realizara mediante las células procedentes del
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ligamento periodontal llegadas a través del foramen apical,
lo que explicaria la formacion dentro de la camara pulpar de

cemento, ligamento periodontal y hueso.

Siguiendo un planteamiento similar, Chen y colaboradores
(2015) estudiaron la capacidad para regenerar el tejido
conjuntivo pulpar de las DPSC y de la fibrina rica en
plaguetas (PRF). Para ello rellenaron el canal radicular de
dientes extraidos siguiendo tres procedimientos distintos:
con DPSC, con PRF o con DPSC y PRF. Previamente, la
dentina fue tratada con brevemente con EDTA y &cido
citrico, y luego con Betadine® y NaClO. Una vez rellenado
el canal radicular y sellada la apertura coronal con MTA, los
dientes fueron implantados en el dorso de ratones atimicos.
Paralelamente se realiz6 la pulpectomia en premolares de
perro y, sin tratar la superficie de la dentina, los canales
radiculares fueron rellenados siguiendo los tres
procedimientos anteriormente descritos para el modelo de
trasplante ectdpico. En ambos modelos experimentales los
resultados mostraron que a las ocho semanas, en las
muestras en las que se emplearon DPSC o DPSC y PRF
se habia formado un tejido ricamente vascularizado en el
interior del canal radicular, similar al tejido conjuntivo
pulpar, y dentina reparativa sobre la superficie de la dentina
radicular. Sin embargo, en las muestras con DPSC y PRF

la capa de dentina neoformada era mucho mas gruesa que
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en las otras muestras, y en ella se observaron
odontoblastos incluidos en la matriz dentinaria
(osteodentina), asi como la aparicion de algunos tubulos
dentinarios irregulares. Estos resultados coinciden con los
de otros estudios (Batouli et al., 2003; Huang et al., 2010),
en los que in vivo, en contacto con la matriz dentinaria, las
DPSC se diferenciaron en odontoblastos y formaron
dentina reparativa. Sin embargo, es especialmente
llamativo que los resultados obtenidos en las muestras en
las que se trat6 la dentina con EDTA y acido citrico (modelo
de trasplante ectdpico), y en las muestras en las que no se
hizo (modelo de regeneracion in situ) fueran similares. Esto
podria deberse a que a la hora de generar un tejido
conjuntivo pulpar bien organizado y sintetizar dentina con
tubulos dentinarios no solo intervienen los factores
quimiotacticos que se encuentran en la matriz dentinaria,
Sin0 que son necesarias otras sefiales quimicas mas

especificas.

Estos factores quimiotacticos, ya sea liberados por otras
células o secuestrados en la matriz dentinaria, parecen ser
un elemento clave a la hora de inducir a las DPSC a
diferenciarse y formar un tejido conjuntivo pulpar bien
organizado. En este sentido, otro estudio significativo es el
publicado por Nakashima y colaboradores (2014), en el

gue se cultivaron DPSC movilizadas mediante factor
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estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF). Para ello,
DPSC y granulocitos se cultivaron en un medio de cultivo
enriquecido con G-CSF, pero con una membrana que
separaba ambas poblaciones celulares, de manera que
éstas compartieron el mismo medio de cultivo pero no se
mezclaron. Las DPSC movilizadas fueron sembradas en
esponjas de colageno e implantadas in vivo en la camara
pulpar de dientes de perro tras realizarles una pulpectomia.
En la descripcibn del procedimiento seguido no se
especifica si se tratd la superficie dentinaria con algun
agente quimico desinfectante o desmineralizante. Como
grupo control, se implantaron DPSC cultivadas con medio
de cultivo convencional, siguiendo el mismo procedimiento
anteriormente descrito. El analisis de las muestras revelo
que las DPSC cultivadas con medio de cultivo
convencional, se habian diseminado por los tejidos
periodontales tras ser implantadas, mientras que las DPSC
movilizadas permanecieron por mas tiempo en el conducto
radicular. En las muestras implantadas con DPSC
movilizadas, se observG posteriormente una completa
regeneracion del tejido conjuntivo pulpar y la aparicion de
dentina reparativa cubriendo las paredes del conducto
radicular. A largo plazo el diente mostr6 reaccion positiva a
los test de vitalidad pulpar, lo que indica una re-inervaciéon
del tejido formado. En las muestras control, en las que

realizd6 el mismo procedimiento empleando DPSC
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cultivadas en medio de cultivo convencional, el area de
tejido pulpar regenerado fue menor, se observo dentina
reparativa pero con un espesor menor y el tejido formado
en la cémara pulpar presentaba un bajo nivel de
organizacion, en comparacion con las muestras en las que

se implantaron DPSC movilizadas.

Los resultados del estudio de Nakashima y colaboradores
concuerdan con los de otros estudios anteriormente
descritos (Batouli et al., 2008; Huang et al., 2010; Chen et
al., 2015), confirmando la hip6tesis de que las DPSC in vivo
tienden a formar dentina reparativa sobre la matriz
dentinaria, y que necesitan sefiales quimicas mas
especificas para adoptar un aspecto odontoblastico tipico,
emitiendo prolongaciones citoplasmaticas en el interior de
los tabulos dentinarios (Choung et al., 2013). La raz6n de
este comportamiento puede ser que las DPSC por si
mismas, en contacto con la dentina con los tubulos
perpendiculares a la superficie tienden a diferenciarse y a
adoptar una morfologia odontoblastica, emitiendo
prolongaciones citoplasmaticas dentro de los tubulos
dentinarios, tal y como se ha observado en el presente
estudio y en otros trabajos realizados in vitro (Shao et al.,
2011; Lei et al., 2013). Sin embargo, cuando otras células
del organismo, como por ejemplo granulocitos neutrofilos,

entran en contacto con la matriz dentinaria, tal y como
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sucederia en un estudio in vivo, éstos liberarian factores
guimiotacticos proinflamatorios que estimularian a las
DSPC a depositar dentina reparativa para cerrar los tubulos
dentinarios, de manera similar a lo que ocurriria en un

proceso inflamatorio que afectase a la pulpa dental.

En el presente estudio, ademéas del comportamiento de las
DPSC sobre la dentina con los tubulos perpendiculares a la
superficie, también se valor6 sobre la dentina con los

tubulos paralelos a la superficie y sobre el cemento.

Tal y como se expuso en el apartado de Resultados, sobre
la dentina con los tdbulos paralelos a la superficie las
DPSC formaron densas capas celulares, adoptando una
morfologia aplanada y sintetizando abundante matriz
extracelular rica en colageno. Mediante técnicas de
deteccion inmunohistoquimica se observaron abundantes
depdsitos de DSPP en dichas capas celulares. Asimismo,
el estudio a MET reveldé una gran actividad secretora en
estas células, con abundancia de organulos y vesiculas de
secrecion intracelulares. Como se ha expuesto
anteriormente, los trabajos publicados por otros autores
solo han valorado la diferenciacion de las DSPC sobre la
dentina con los tubulos perpendiculares a la superficie, por
lo que no se encuentran precedentes en la bibliografia. Sin

embargo, los hallazgos antes mencionados apuntan a que
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las DPSC se habrian diferenciado hacia células de tipo
odontoblastico y podrian estar sintetizando una matriz
similar a la dentina reparativa, tal y como indica el alto

contenido en colageno y la abundante presencia de DSPP.

De forma analoga, sobre el cemento las DPSC también
formaron densas capas celulares y adoptaron una
morfologia aplanada. El estudio a microscopia 6ptica reveld
una abundante sintesis de matriz extracelular rica en
colageno, pero a diferencia de lo observado sobre la
dentina con los tubulos paralelos a la superficie, sobre el
cemento las orientacion de las fibras de colageno fue
predominantemente perpendicular a la superficie de la
matriz dentaria, lo que fue confirmado en el estudio a MET.
La deteccion inmunohistoquimica también revel6 la
presencia de depositos de DSPP en estas capas celulares.
Aunque esta proteina tradicionalmente ha estado asociada
con el proceso de mineralizacion de la matriz dentinaria,
algunos autores la han relacionado también con el cemento
(Baba et al., 2004; Arzate et al., 2015). Esta presencia,
unido a la orientacion observada en las fibras de colageno,
podria indicar la sintesis de matriz cementoide y ligamento
periodontal sobre la superficie del cemento. Teniendo en
cuenta que el origen embriolégico de las DPSC y de los

cementoblastos es el mismo, pues ambas poblaciones
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celulares tienen un origen ectomesenquimatico, este

comportamiento no seria extrafo.

Otros autores han estudiado el comportamiento de células
madre de origen ectomesenquimatico sobre la superficie
del cemento. Liu y colaboradores (2008) realizaron un
estudio in vivo en el que se aislaron, caracterizaron y
cultivaron células madre del ligamento periodontal (PDLSC)
procedentes de dientes extraidos de cerdo. A estos cerdos
se les provocaron quirdrgicamente defectos periodontales
intradseos. Estos defectos se rellenaron con granulos de
TCP/HA o con granulos de TCP/HA y PDLSC. Los
resultados mostraron que en los defectos donde se
implantaron granulos de TCP/HA y PDLSC se habia
producido una regeneracién casi completa de los tejidos
periodontales, incluido el ligamento y el hueso alveolar,
mientras que en los defectos donde solo se emplearon

granulos de TCP/HA la regeneracion fue mucho menor.

Otro trabajo significativo fue el publicado por Nufez y
colaboradores (2012), en el que a partir de las raices de
premolares exodonciados a perros Beagle, se aislaron,
caracterizaron y cultivaron células del cemento (cementum
derived cells o CDC) y del ligamento periodontal
(periodontal ligament derived cells o PDLDC). A estos

mismos perros, se les provocaron quirdrgicamente defectos
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periodontales intradseos, lugar donde a continuacién se
implantaron CDC y PDLDC cultivadas en esponjas de
colageno. Tanto en los defecto tratados con CDC como en
los tratados con PDLDC se observd una completa
regeneracion del cemento radicular, asi como del ligamento
periodontal y del hueso alveolar. En comparacion con las
muestras control, en las que no se implantaron células en
los defectos periodontales intradseos, las muestras con
CDC y PDLDC presentaron una capa mayor de nuevo
cemento y mayor regeneracion del anclaje fibroso
periodontal. No se observé anquilosis o reabsorcion
radicular. Asi, los resultados de este trabajo sugieren que
las células (CDC o PDLDC), en contacto con el cemento se
diferencian a cementoblastos y sintetizan cemento, lo que
posibilitaria el anclaje de las fibras del ligamento
periodontal neoformado, lo que a su vez estimularia la
formacion de hueso alveolar. De la misma manera, en el
presente estudio las DPSC en contacto con el cemento se
diferenciaron a células secretoras de una matriz
extracelular similar al cemento tanto en su composicion

como en la organizacion de las fibras de colageno.

El potencial para inducir la diferenciaciébn cementoblastica
del cemento podria estar asociado a la presencia de la
proteina del cemento-1 (CEMP1). Esta proteina se ha

relacionado con el proceso de mineralizacion de la matriz
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cementoide (Arzate et al., 1998), y se cree que desempeia
un papel clave en la proliferacion y diferenciacion de los

cementoblastos (Arzate et al., 2015).

Al igual que ocurre en la matriz dentinaria, donde hay gran
cantidad de factores quimiotacticos secuestrados en la
matriz que inducen la diferenciacién celular, la presencia de
estos factores quimiotacticos y de otras proteinas
caracteristicas como la CEMP1 en la matriz cementaria
podria explicar la capacidad del cemento para inducir una
diferenciacion cementoblastica de las células, ya sean
DPSC, PDLDC o CDC.
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4.2. Matrices artificiales

Los resultados del presente estudio mostraron diferencias
en la morfologia celular y en las capas celulares que
formaron las DPSC en funcion de las caracteristicas de la
superficie de la matriz dentaria con la que contactaron, de
lo que se deriva que no solo la composicion de la matriz
sino también su configuracion tridimensional condiciona la

diferenciacion de las DSPC.

En los Ultimos afios se han probado distintas matrices
sintéticas en estudios in vitro e in vivo con el objetivo de
crear un entorno tridimensional que estimule a las células a
diferenciarse y sintetizar dentina, al mismo tiempo que se
ha estudiado hasta qué punto la composicion de estas
matrices puede inducir, condicionar o incluso inhibir dicho

proceso de diferenciacion.

Varios estudios emplearon, junto con las diferentes
matrices estudiadas, un medio de cultivo osteo-inductor
(Gronthos et al., 2000 y 2002; Zhang et al., 2006; Kim et al.,
2009; Nam et al., 2011; Wang et al., 2011), mientras que
otros autores implantaron las matrices en ratones atimicos
y estudiaron la diferenciacion de las células del huésped
gue colonizaron y proliferaron sobre dichas matrices
(Vallés-Lluch et al., 2010).

212



Discusion

El primer trabajo publicado en el que se emplearon DPSC
fue el realizado por Gronthos y colaboradores (2000), en el
que se cultivaron in vitro e in vivo DPSC en diferentes
entornos biolégicos para estudiar su capacidad de
diferenciacion. En el estudio in vivo se trasplantaron a
ratones atimicos muestras de DPSC mezclada con cristales
de hidroxiapatita (HA) y fosfato tricalcico (TCP). Este
proceso se realiz6 igualmente con una poblacion de células
madre de médula 6sea (BMSC), y se compard la evolucién
de ambas poblaciones. Los resultados mostraron que las
DPSC habian formado un tejido similar a la dentina
alrededor de los cristales de HA/TCP, con predominio de
fiboras de colageno tipo | ordenadas y células con una
morfologia similar a los odontoblastos, que emitian
prolongaciones celulares a modo de procesos
odontoblasticos dentro de la matriz neoformada. Por el
contrario, en las muestras con BMSC, sobre los granulos
de HA/TCP las células adoptaron un aspecto similar a los
osteoblastos y sintetizaron una matriz de tipo osteoide.
Ademas aparecieron adipocitos y nucleos hematopoyéticos,
algo que no se observé en las muestras con DPSC. En este
trabajo se evidencié la capacidad de las DPSC de
diferenciarse en células formadoras de dentina, con una
morfologia muy similar a los odontoblastos que
encontramos en el tejido conjuntivo pulpar de los dientes,

asi como el potencial inductor de la HA y el TCP en este
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proceso de diferenciacién. Sin embargo, esta morfologia
tipicamente odontoblastica, asi como una matriz
neoformada de composicién y organizacion similares a la
dentina, solo se observaron en las muestras in vivo. En el
estudio Jin vitro, aunque se afadieron diferentes
compuestos quimicos al medio de cultivo para inducir la
diferenciacién de las DPSC (dexametasona,
glucocorticoide, fosfato calcico, ...), éstas uUnicamente
formaron nlcleos desorganizados con acumulacion de
calcio, sin mostrar ningan tipo de morfologia celular u
organizacion de la matriz que recordara a la dentina o el

tejido conjuntivo de la pulpa dental.

Estos resultados concuerdan con los del trabajo publicado
por Nam y colaboradores (2011), en el que se cultivaron in
vitro DPSC con granulos de fosfato tricalcico (TCP). La otra
variable que se estudio fue el efecto sobre las DPSC de la
utilizacion de un medio osteo-inductor enriquecido con
dexametasona, glicerofosfato y acido ascorbico. Los
resultados mostraron que en los cultivos en los que las
DPSC crecieron sobre los granulos de TCP, la proliferacion
y la actividad secretora de matriz extracelular habia sido
mayor respecto a las muestras control, en las que también
se cultivaron las DPSC en un medio osteo-inductor pero sin
granulos de TCP. En las muestras cultivadas con TCP se

observaron abundantes depdsitos de matriz extracelular
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rica en colageno con zonas mineralizadas y la expresion de
fosfatasa alcalina, osteocalcina y DSPP fue muy superior a
las muestras control. Sin embargo, no se aprecié ningun
tipo de organizacion en la matriz sintetizada. Las
conclusiones de este estudio apuntan a que la presencia de
un elemento tridimensional sobre el que proliferar y que
actue como soporte estructural para la matriz extracelular
sintetizada favorece la diferenciacion y la actividad
secretora de las DPSC. Ademas, este estudio demuestra la
capacidad inductora del TCP sobre la diferenciacion de las
DPSC, lo que coincide con los resultados de otros estudios
publicados (Gronthos et al., 2000 y 2002; Batouli et al.,
2003; Zheng et al., 2011), siendo ésta incluso superior al

efecto del medio de cultivo osteo-inductor.

Los resultados del presente estudio y de los trabajos
publicados apuntan a que tanto la presencia de un
elemento tridimensional como la composicion de este
elemento condiciona la diferenciacion de las DPSC. En este
sentido, es significativo el trabajo publicado por Kim y
colaboradores (2009), en el que se cultivaron in vitro DPSC
en un medio osteogénico enriquecido con dexametasona,
glicerofosfato y acido ascoérbico, con cuatro tipos de
matrices artificiales: colageno tipo |, colageno tipo |ll,
gelatina y quitosano (chitosan). Los resultados mostraron la

presencia de nucleos de matriz calcificada, muy
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abundantes en las muestras cultivadas con colageno tipo |
y lll, poco abundantes en las muestras cultivadas con
gelatina y muy escasos en las muestras con quitosano. Al
igual que en el estudio de Nam et al. (2011), no se aprecio
ningdn tipo de organizacibn en la matriz extracelular

neoformada.

El hecho de que solo se haya observado matriz
neoformada con una organizacién tubular similar a la de la
dentina en algunos estudios in vivo y no en las experiencias
in vitro parece indicar que se puede crear mediante
TCP/HA o con matrices de coldgeno un entorno bioldgico
favorable para diferenciacion de las DPSC, pero éstas
necesitan seflales quimicas mAas precisas para
diferenciarse en células odontoblasticas y sintetizar una
matriz mineralizada y organizada con tubulos, tal y como

encontramos en la dentina de un diente natural.

Pero no todos los estudios publicados apuntan en la misma
direccion. En el trabajo realizado por Zhang vy
colaboradores (2006) se cultivaron in vivo e in vitro DPSC
en tres tipos de matrices artificiales: colageno esponjoso,
ceramica porosa (con HA y TCP) y una malla de titanio
fibroso. En todas las muestras se emple6 un medio de
cultivo inductor de la osteo-diferenciacion (enriquecido con

dexametasona, fosfato potasico y acido ascorbico). Los
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resultados del cultivo in vitro mostraron que, tras cuatro
semanas, en los tres tipos de matrices se habian producido
depdsitos de matriz extracelular rica en colageno. Mediante
RT-PCR se detectd la expresion de DSPP en todas las
muestra. En el estudio in vivo se implantaron las matrices
co-sembradas con las DPSC en ratones atimicos. Los
resultados mostraron que en los tres tipos de muestras se
habia depositado matriz extracelular rica en colageno y en
todos los casos se detectd la expresion de DSPP. Sin
embargo no se evidencié ningun tipo de organizaciéon en la
matriz extracelular sintetizada. Tampoco se observaron
zonas mineralizadas en dicha matriz, a diferencia de otros
trabajos in vivo resefiados (Gronthos et al., 2000 y 2002;
Batouli et al., 2003; Nam et al., 2011; Zheng et al., 2011) en
los que también se emplearon matrices de colageno o
HA/TCP.

El trabajo publicado por Wang y colaboradores (2011)
evidencio la importancia de la estructura tridimensional a la
hora de configurar un entorno biolégico favorable para la
diferenciacion de las DPSC. En él se cultivaron in vitro e in
vivo DPSC con dos tipos de matrices de acido poli-lactico:
de paredes lisas y de superficie nano-fiborosa. En ambos
estudios se emple6 un medio de cultivo osteogénico
enriquecido con dexametasona, glicerofosfato y &acido

ascorbico. Para el estudio in vivo se implantaron las
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matrices con las DPSC en ratones atimicos. Los resultados
de ambos estudios revelaron que la cantidad de matriz
extracelular mineralizada depositada por las DPSC fue
mayor en las muestras con matrices con estructura nano-
fibrosa, en comparacion con las muestras con matrices de
paredes lisas. En las muestras control, en las cuales no se
emple6 un medio de cultivo osteo-inductor, no se
observaron depdsitos de matriz extracelular mineralizada,
lo que indicaria que las matrices de acido poli-lactico no

tienen capacidad inductora sobre las DPSC por si mismas.

En este sentido, es significativo el trabajo realizado por
nuestro grupo de investigacion, pues aunque no se
emplearon DPSC, si qued6 de manifiesto la importancia de
la configuracion tridimensional de la matriz empleada en la
diferenciacion  celular. Asi  pues, Vallés-Lluch vy
colaboradores (2010) estudiaron la bio-compatibilidad de
tres tipos de matrices sintéticas: copolimero etil-metacrilato-
co-hidroxietil-acrilato, copolimero nanomineralizado con
oxido de silicio y copolimero nanomineralizado con 6xido de
silicio recubierto de HA. Estos materiales fueron disefiados
para imitar la estructura de la dentina, pues presentaban
tubulos en su interior de un didmetro similar a los tubulos
dentinarios. Los tres tipos de matrices fueron implantadas
en ratones durante 6 semanas. Los resultados mostraron

un patrén celular diferente en las células que colonizaron
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los distintos tipos de matrices. En las muestras con
matrices de copolimero, las células observadas
presentaban una morfologia fibroblastica, adoptando un
aspecto reticular. En las muestras con matrices de
copolimero nanomineralizado, las células mostraban un
aspecto fibroblastico pero rodeadas de una densa matriz
colagena neoformada. Mientras que en las muestras con
matrices recubiertas de HA, las células que proliferaron
sobre dichas matrices presentaban un aspecto
odontoblastico, emitiendo prolongaciones citoplasmaticas
dentro de los tubulos y depositando pequefas cantidades
de matriz extracelular rica en coldgeno sobre la pared de
dichos tubulos.

Asi pues, en algunos de los estudios en que se empled un
medio de cultivo osteo-inductor (Zhang et al., 2006; Kim et
al., 2009; Nam et al, 2011; Wang et al, 2011), se
observaron grandes diferencias en funcibn de la
composiciébn de la matriz empleada. Las matrices con
HA/TCP en la superficie (Zhang et al., 2006; Vallés-Lluch et
al., 2010; Nam et al., 2011), o compuestas de colageno
(Kim et al., 2009), parecen ser las mas aptas para la
diferenciacion celular y la sintesis de matriz extracelular
mineralizada, probablemente por sus similitudes con la

composicion de los tejidos dentarios naturales.
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En este aspecto, es destacable el estudio publicado por
Zheng y colaboradores (2011). En él se cultivaron in vitro
DPSC con cuatro tipos de matrices artificiales: matrices de
acido poli(lactico-co-glicolico) (PLGA), matrices de PLGA y
TCP, matrices de PLGA e HA y matrices de PLGA e HA de
carbonato calcico (CDHA). En este estudio se emple6 un
medio de cultivo no osteo-inductor. Los resultados
mostraron diferencias muy significativas entre las muestras.
Las muestras con matrices de PLGA y TCP presentaban
abundantes depdsitos de matriz extracelular mineralizada y
unos niveles altos de actividad de ALP. Las muestras con
matrices de PLGA e CDHA y de PLGA e HA, también
presentaron nodulos de matriz extracelular calcificada, pero
menos abundantes que en las muestras con matrices de
PLGA y TCP, mientras que en las muestras con matrices
de PLGA no se apreciaron depdsitos de matriz extracelular
mineralizada. Ademas se realiz0 un estudio in vivo, en el
gue se implantaron matrices de PLGA y TCP en la capsula
renal o en el mesenterio de ratones atimicos. En las
muestras implantadas se observaron complejos dentino-
pulpares, en los que las DPSC habian adoptado una
morfologia tipicamente odontoblastica y habian sintetizado
un tejido muy similar a la dentina. Este trabajo confirmoé la
capacidad del TCP para inducir a las DPSC a diferenciarse
y formar dentina, en concordancia con los hallazgos de
estudios anteriores (Gronthos et al., 2000 y 2002; Zhang et
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al., 2006; Nam et al., 2011), asi como la posibilidad de
utilizar PLGA como material para la sintesis de matrices

gue permitan la formacion de nuevo tejido dentinario.

Diversos autores coinciden en que otro de los aspectos
significativos que condiciona la proliferacion y la
diferenciacion de las DPSC es la rigidez de la matriz
empleada. Por ejemplo, las matrices de malla de titanio,
aun sin tener un efecto inductor sobre la diferenciacion de
las DPSC, al emplearse con un medio de cultivo osteo-
inductor actuaron como un entorno tridimensional eficaz
para el depdsito de matriz extracelular mineralizada (Zhang
et al., 2006) debido a su biocompatibilidad y rigidez. Las
matrices de co-polimero recubierto de HA, aparte del efecto
inductor de la HA sobre las células, presentaban unas
propiedades mecanicas mas similares a la dentina que las
matrices de co-polimero o las de co-polimero
nanomineralizado, pues los cristales de HA dieron una
mayor rigidez a la estructura, evitando que los tubulos de la
matriz se colapsaran (Vallés-Lluch et al., 2010). Esto
propicio que las células del huésped, probablemente de
origen mesenquimatico, se diferenciasen a células con una
morfologia muy similar a los odontoblastos del tejido
conjuntivo  pulpar normal, emitiendo prolongaciones
celulares dentro de los tubulos y secretando matriz

extracelular sobre la matriz artificial.

221



Tesis Doctoral Santiago Peydré Tomas

En este mismo sentido destaca el estudio publicado por Qu
y colaboradores (2015), en el que se evalué Ila
diferenciacion de las DPSC asociadas a gelatinas
nanofibrosas (NFG) con diferentes grados de rigidez. Las
DPSC se cultivaron sobre las NFG en medio osteoinductor
durante una semana, tras lo cual fueron implantadas en el
dorso de ratones atimicos. A las cuatro semanas se
observé la formacion de matriz extracelular mineralizada
Unicamente en contacto con la NFG de rigidez alta,
mientras que la NFG de rigidez baja habia sido reabsorbida

y sustituida por un tejido conjuntivo vascularizado.

Asi pues, estos resultados coinciden con los de los estudios
anteriormente descritos, confirmando que la diferenciacion
de las DPSC y su capacidad para formar tejidos
mineralizados depende tanto de las sefiales quimicas
especificas, como de la rigidez y la configuracion
tridimensional del entorno biolégico en el que se

encuentran.
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4.3. Induccidon mediante sustancias

quimicas

En el presente trabajo, al cultivar las DPSC con matrices de
origen dentario, se indujo la diferenciacion no solo de las
células que establecieron contacto con dichas matrices, las
cuales, como se ha expuesto, adoptaron morfologias
diferentes en funcion de las caracteristicas de la superficie
sobre la que proliferaron, sino que también se diferenciaron
las DPSC que se encontraban alejadas de la matriz

dentaria y sin contacto directo con ésta.

En la composicion de la dentina y en el cemento
encontramos fosfato célcico cristalizado en forma de HA,
otros fosfatos en estado amorfo y calcio (Gémez de Ferraris
y Campos, 2009; Nanci, 2013). Ademas, como se expuso
anteriormente, varios estudios han demostrado la presencia
de diferentes moléculas pro-inflamatorias (IL-8, IL-10), asi
como de otros factores quimiotacticos (TGF-B, FGF-2,
PDGF, IGF-1) secuestrados en la matriz dentinaria, que se
liberarian al producirse la disolucién de dicha matriz (Smith
et al., 2012). Tanto en el Estudio Preliminar como en el
Ensayo Optimizado, las matrices dentarias no se
desmineralizaron antes de su empleo en los cultivos, pero

es posible que a largo plazo se produjera la disolucion en el
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medio de cultivo de algunos de los componentes de la
matriz dentaria mineralizada, como fosfatos, calcio, factores
guimiotacticos u otras moléculas con capacidad para

estimular la diferenciacién de las DPSC.

Asi pues, al realizar los cultivos en presencia de estas
matrices dentarias no desmineralizadas, indirectamente se
pudo producir una variacion en la composicion del medio de
cultivo, lo que habria podido inducir la diferenciaciéon de las
DPSC aun sin estar en contacto directo con dicha matriz
dentaria. Como se expuso anteriormente, las DPSC en
estas zonas (sin contacto directo con la matriz dentaria)
formaron capas celulares mas o menos organizadas con
abundante produccion de matriz extracelular rica en fibras
de colageno, tal y como evidenciaron las tinciones con

Tricrémico de Masson.

En el trabajo publicado por Gronthos y colaboradores
(2000), tras aislar y caracterizar la poblacion de DPSC, las
células se cultivaron en presencia de acido ascérbico,
dexametasona, glucocorticoide y fosfato inorganico. Tras
seis semanas de cultivo las DPSC formaron

condensaciones celulares con ntcleos de calcificacion.

En los ultimos afios han sido numerosos los estudios en
gue se ha descrito la diferenciacion osteogénica in vitro de

las DPSC, asi como los factores quimicos que, afiadidos al
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medio de cultivo, inducian dicha diferenciacién. Algunos
autores emplearon como factor inductor la combinacién de
dexametasona, B-glicerofosfato y &cido ascorbico (Zhang et
al., 2006; Waddington et al., 2009; Kara0z et al., 2010 y
2011), aunque otros autores apuntan a que el uso de un
medio de cultivo con un alto contenido (20%) en suero fetal
bovino (FCS) a largo plazo puede inducir esta

diferenciacion (Laino et al., 2006).

Cabe destacar que la mayoria de estos autores no hacen
distincién entre diferenciacién osteogénica y odontogénica,
pues en ambos casos la matriz extracelular sintetizada por
las DPSC esta formada principalmente por colageno tipo |,
sobre la que aparecen nucleos de mineralizacion
producidos por la formacién de cristales de hidroxiapatita.
Para poder distinguir entre ambos tipos de diferenciacion,
cuando no se aprecian diferencias estructurales evidentes,
tal y como ocurre entre la dentina reparativa y el hueso, es
necesario el empleo de técnicas de deteccién
inmunohistoquimica que revelen la presencia de alguno de
los componentes diferenciales propios de la dentina o del
hueso. En el caso de la dentina, el componente diferencial
empleado para poder distinguir el tipo de matriz extracelular

sintetizada suele ser la sialofosfoproteina dentaria (DSPP).
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En el presente trabajo el medio de cultivo empleado
contenia un 10% de FCS y no se afadio ningun factor
guimico para estimular la diferenciacion de las DPSC,
aparte del &cido ascorbico. Sin embargo, los resultados
obtenidos evidenciaron, mediante deteccion
inmunohistoquimica, la presencia de sialofosfoproteina
dentinaria (DSPP) en las zonas alejadas de la matriz
dentaria, especialmente en las zonas periféricas de la
matriz colagena neoformada y en el citoplasma de las
células proximas, lo que sugiere la diferenciacion de las
DPSC hacia células formadoras de tejidos duros y el inicio

del proceso de mineralizacion de dicha matriz sintetizada.

Pero el hecho de que la DSPP se haya relacionado con la
mineralizacién tanto de la dentina como de otros tejidos
duros (Ritchie et al., 1997; Begue-Kirn et al., 1998; Baba et
al., 2004), sumado a que el analisis histologico de las
muestras no reveld6 que las células adoptaran alguna
morfologia con rasgos caracteristicos que las asemejasen a
odontoblastos, ameloblastos, cementoblastos u
osteoblastos, hace imposible determinar con exactitud el
tipo de diferenciacion que habrian seguido las DPSC, asi

como el tipo de tejido que estaban sintetizando.

La capacidad de las DPSC de formar dentina quedd

demostrada en el trabajo publicado por Honda vy
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colaboradores (2009). En este estudio, utlizando un
modelo animal (cerdo), se co-cultivaron DPSC en esponjas
de colageno con células provenientes del o6rgano del
esmalte y con queratinocitos, respectivamente. Ambos tipos
de muestras se trasplantaron a ratones atimicos. Los
resultados mostraron que en las muestras donde se
asociaron DPSC con células del 6rgano del esmalte, se
habia sintetizado dentina y esmalte, mientras que en las
muestras donde se asociaron DPSC vy queratinocitos
Unicamente se observo dentina neoformada. En ambos
tipos de muestras la dentina que sintetizaron las DPSC fue
dentina desorganizada, sin tubulos dentinarios y con areas
de osteodentina, similar a la dentina reparativa que se
observa a veces en la cadmara pulpar de algunos dientes.
Asimismo, las células odontoblasticas que habian
producido esta dentina presentaban una morfologia
ovalada sin mostrar ninguna prolongaciéon celular hacia la
dentina a modo de proceso odontoblastico, tal y como

ocurre en la dentina reparativa.

Asi pues, el analisis de los resultados de los trabajos
publicados demuestra que las DPSC son capaces de
diferenciarse en células formadoras de dentina, pero a la
vez sugiere que por si mismas no son capaces de producir
una dentina con una configuracion tridimensional (con

tubulos dentinarios) similar a la dentina que encontramos
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en los dientes, pues requieren de alguna estructura soélida
sobre la que depositar el tejido neoformado, como granulos
de HA y TCP (Gronthos et al., 2000 y 2002). En los casos
en los que no tenian esta estructura de soporte
tridimensional, aunque se observaron depdsitos de dentina,
ésta era desorganizada y sin tabulos dentinarios, similar a
la dentina terciaria (Zhang et al., 2006; Honda et al., 2009).

Otro estudio destacable es el realizado por Yu vy
colaboradores (2006), en el que cultivaron DSPC in vitro e
in vivo, empleando un medio de cultivo acondicionado por
células del germen dentario (TGC-CM). Para la preparacion
de este medio, se extrajeron gérmenes dentarios
provenientes de crias de rata y se cultivaron sus células
durante 7 dias. El sobrenadante de esos cultivos se afiadié
al medio de cultivo empleado con las DPSC. Los resultados
del estudio in vitro mostraron que en las muestras
cultivadas con TGC-CM las DPSC adoptaron una
morfologia elongada, muy diferente a la que mostraron las
DPSC en los cultivos de control, en los que se empled un
medio de cultivo convencional. El estudio de la expresion
genética mediante detecciéon inmunohistoquimica y RT-
PCR (reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real)
reveld6 una alta expresion de fosfatasa alcalina (ALP),
sialoproteina dentinaria (DSP) y de otras proteinas

relacionadas con la sintesis de matriz dentinaria
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(osteopontina, osteonectina, colageno |, proteina de la
matriz dentinaria | y sialoproteina 0sea), en comparacion
con los cultivos control. Para el estudio in vivo, tras 7 dias
de cultivo en TGC-CM, las DPSC se implantaron en las
capsulas renales de ratas. Los resultados mostraron que en
el 35% de las muestras se observaron complejos dentino-
pulpares en los que habia células con una morfologia
tipicamente odontoblastica, en contacto con una matriz no
mineralizada similar a la predentina, y rodeada ésta por una
matriz mineralizada similar a la dentina. Los resultados de
este estudio nos indican que las sefiales quimicas liberadas
por las células del germen dentario tienen la capacidad
inductora mas precisa sobre las DPSC, pues no solo las
estimula a depositar matriz extracelular mineralizada, sino
gue éstas lo hacen de forma ordenada y sintetizando un
tejido morfolégicamente reconocible, aun sin un elemento
tridimensional previo que actte a modo de soporte

estructural.

En el presente estudio se produjo la diferenciacién de las
DPSC aun en las zonas alejadas a la matriz dentaria. Esto
pudo producirse por la disolucion de componentes de la
matriz dentaria, lo que habria alterado la composicion del
medio de cultivo, tal y como se expuso anteriormente. Pero
también pudo producirse por efecto de las sefiales

guimicas producidas por las DPSC que estaban en
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contacto directo con la matriz dentaria. De manera que, tal
y como sugieren algunos estudios, en los que se demuestra
la capacidad inductora de las sefiales quimicas
intercelulares (Yu et al., 2006; Honda et al., 2009), las
DPSC en contacto directo con la matriz dentaria se habrian
diferenciado a células odontoblasticas y habrian liberado
mediadores quimicos que podrian inducir la diferenciacion
de las demas DPSC del cultivo, incluidas las que se

encontraban mas alejadas de la matriz dentaria.

En el estudio Preliminar del presente trabajo, se evalud la
influencia sobre el comportamiento de las DPSC de la
presencia de acido ascorbico en el medio de cultivo. Los
resultados mostraron una mayor proliferacién y un aumento
de la sintesis de matriz extracelular en los grupos de
muestras cultivadas con acido ascoérbico, en comparacion
con los grupos de muestras cultivados sin acido ascorbico.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos en otros
trabajos publicados anteriormente, en los que se ha
relacionado el acido ascorbico tanto con un aumento en la
proliferacion y en la sintesis de proteinas extracelulares de
la matriz en cultivos de células madre mesenquimales
derivadas de la médula 6sea (BMSC) (Coelho et al., 2000;
Choi et al., 2008), como en la induccién de la diferenciacién

osteoblastica de éstas células (Wang et al., 2006).
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Ademas, como se ha expuesto anteriormente, en varios de
los estudios en los que se ha demostrado la capacidad de
diferenciacion osteogénica de las DPSC (Gronthos et al.,
2000 y 2002; Zhang et al., 2006; Waddington et al., 2009;
Kara6z et al., 2010 y 2011), ésta se indujo en medios de

cultivo enriquecidos con acido ascorbico.

El papel del acido ascorbico como regulador en la sintesis
de coldgeno ha sido demostrado desde hace tiempo
(Murad y et al., 1981), por lo que no es extrafio pensar que
su presencia en el medio de cultivo favorezca la sintesis de
matriz extracelular, puesto que, como se ha demostrado en
el estudio a microscopia 6ptica y a microscopia electronica
de las muestras, dicha matriz neoformada por las DPSC es
rica en fibras de colageno. Un aumento en la sintesis de
matriz extracelular podria a su vez estimular la proliferacion
y la diferenciacion de las DPSC, tal y como apuntan los

resultados de los estudios realizados con BMSC.

Sin embargo, los resultados del presente estudio revelaron
gue si bien las muestras cultivadas con acido ascorbico
mostraron una mayor proliferacion y un aumento de la
sintesis de matriz extracelular a las cuatro semanas de
cultivo, al aumentar el tiempo de cultivo hasta las seis
semanas las diferencias respecto a las muestras cultivadas

sin &cido ascorbico fueron pequefias. Ademas, estas
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diferencias fueron de tipo cuantitativo, en proliferacion y
volumen de matriz sintetizada, pero no de tipo cualitativo,
pues el estudio de las muestras no reveld diferencias en la
morfologia de las células ni de las capas celulares
formadas. Esto parece indicar que el acido ascérbico,
aunque puede favorecer o acelerar el proceso de
diferenciacion celular, no actuaria como elemento inductor
de dicho proceso, pues tanto en las muestras cultivadas
con &cido ascorbico, como en las cultivadas sin acido
ascorbico, se observaron los mismos cambios morfolégicos
en las DPSC.

En el presente trabajo, a la vista de los resultados
obtenidos en el Estudio Preliminar, a la hora de realizar el
Ensayo Optimizado se decidié cultivar todas las muestras
con acido ascorbico, pues esto otorgaba dos ventajas. Por
un lado, acelerar y favorecer el proceso de diferenciacion
celular y de sintesis de matriz extracelular de las DPSC. Y,
por otro lado, este aumento en la matriz extracelular
sintetizada se traduciria en una mayor estabilidad en las
capas celulares formadas sobre las matrices dentarias, lo
gue favoreceria su conservacion al procesar las muestras

para su estudio microscopico.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en las investigaciones realizadas,

y que constituyen nuestro trabajo para optar al grado de

Doctor, nos han permitido obtener las siguientes

conclusiones:

La metodologia empleada en el presente estudio
permiti6 obtener, cultivar y caracterizar una
poblacion homogénea de DPSC humanas para el
desarrollo del modelo experimental propuesto.

Las matrices tridimensionales compuestas por tejido
dentario radicular no desmineralizado constituyeron
un entorno bioldgico favorable para la proliferacion
de las DPSC humanas, actuando, ademés, como
inductor de su diferenciacion.

La inclusion de las muestras de DPSC cultivadas
con matrices dentarias en parafina, para su estudio a
microscopia Optica, y en resina Epon, para su
estudio a microscopia electrénica, permiti6 su
analisis microscépico en las muestras cultivadas
durante cuatro semanas o mas. En tiempos de
cultivo mas cortos, una y dos semanas, la union de
las capas celulares formadas por las DPSC vy la
matriz por ellas generada sobre la superficie de la
matriz dentaria no fue, en general, lo suficientemente

estable para emplear esta metodologia.
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V.

VI.

VII.
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El medio de cultivo enriquecido con &cido ascorbico
estimuld la proliferacion celular y aumento la sintesis
de matriz extracelular, con respecto a las muestras
cultivadas en un medio sin esta sustancia.

El tratamiento de las superficies dentarias mediante
hipoclorito sodico permitid crear un entorno idéneo
para la siembra, la proliferacion y la diferenciacion
de las DPSC humanas, aunque fue necesario
eliminar los restos de esta sustancia alojados en los
tubulos dentinarios mediante un lavado minucioso.
Los resultados obtenidos empleando clorhexidina
fueron similares, si bien en algunos casos no fue tan
eficaz limpiando los restos tisulares de la superficie
dentaria.

En relacion al tiempo de cultivo, a las dos semanas
las DPSC habian comenzado a formar capas
celulares cohesionadas sobre la superficie de la
matriz dentaria y sintetizado matriz extracelular rica
en colageno. Sin embargo, fue a partir de las cuatro
semanas cuando se observaron evidencias de la
diferenciacion de las DPSC hacia células de tipo
odontoblastico.

Tanto la composicibn como la estructura
tridimensional de la matriz dentaria fueron factores
gue condicionaron la diferenciacion de las DPSC

humanas.



Conclusiones

In vitro, sobre la dentina con los tdbulos
perpendiculares a la superficie las DPSC tendian
a adoptar una morfologia odontoblastica y a
producir matriz extracelular rica en coldgeno de
tipo reticular.

Sobre la dentina con los tdbulos paralelos a la
superficie las DPSC adoptaron una forma
aplanada y sintetizaron una matriz extracelular
similar a la dentina reparativa.

Sobre el cemento las DSPC adoptaron una
forma aplanada y produjeron una matriz
extracelular con fibras de colageno orientadas
principalmente de forma perpendicular a la
superficie dentaria, semejante a la matriz
cementoide.

Las DPSC alejadas de la matriz dentaria también
sufrieron un proceso de diferenciacion, formando
capas celulares con cierto grado de organizacion
y sintetizando matriz extracelular rica en

colageno.
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