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1. Resumen

Introduccion:

La regeneracion 0sea a es un procedimiento requerido en odontologia en
técnicas quirdrgicas reconstructivas, implantologia y en periodoncia. En los ultimos
afos la Ingenieria Tisular (IT) se encuentra centrada en el desarrollo de terapias
mas eficiente para la regeneracion de tejido 6seo. La IT es una disciplina que se
basa en tres elementos principales; a) sefiales bioactivas, (b) Andamio (scaffold) y
(c) Células madre. Un requerimiento fundamental de la IT es el de disponer de
fuentes apropiadas de células madres para el desarrollo de nuevas terapias, asi
como el de conocer las propiedades de estas células para cada aplicacion
especifica. Las células madre son células no diferenciadas que tienen la
capacidad de auto renovarse, diferenciarse a multilinajes de células individuales y
regenerar en vivo diferentes tejidos. Ultimamente se ha generado el interés de
aislar células madre de origen dental, donde se han identificadas MSCs en pulpa
dental (DPSCs), dientes deciduos exfoliados (SHED), foliculo dental, papila apical
radicular (SCAP) y ligamento periodontal (PDLSCs). Sin embargo, hasta el
momento no se conocen estudios que comparen y demuestren diferencias en la
habilidad de estas células de distinto origen, para diferenciarse hacia el linaje
0seo; ni tampoco que indiquen qué técnica de aislamiento podria ser mas
apropiada para este proposito.

El objetivo del presente estudio consiste en aislar y comparar la capacidad
de diferenciacién osteogénica de las DPSCs y PDLSCs, utilizando para ello dos
técnicas de aislamiento, explante y digestion enzimatica.

Materiales y Métodos: Se recolectaron terceros molares impactados de pacientes
sanos, previa firma de consentimiento informado y se les extrajo el ligamento
periodontal y pulpa dental. Ambos tejidos fueron cultivados y aislados mediante el
meétodo de digestion enzimatica y explante. Se analizé la viabilidad mediante la
técnica exclusion azul de tripan y ensayo MTS. La capacidad de diferenciacion
osteogénica se evalué a través de la medicion de la actividad de fosfatasa
alcalina, depoésitos de matriz mineralizada y expresion de genes tempranos.
Adicionalmente las células fueron sometidas a un periodo de criopreservacion

donde posteriormente se evalué su viabilidad.



Resultados

Para DPSCs y PDLSCs se obtuvieron valores de viabilidad cercanos al
90%, sin diferencia significativas entre ellas. Al evaluar la viabilidad celular a
tiempos determinados, las DPSCs- digestion obtiene los mayores valores en
cuanto a la cantidad de células al finalizar el cultivo. Los resultados en relacion a la
diferenciacion osteogénica muestran mayores niveles de actividad de ALP y
mayores depositos de matriz mineralizada para las DPSCs, analizados con rojo
alizarin y microscopia SEM. Ambos tejidos son capaces de mantener una
viabilidad adecuada luego de un proceso de criopreservacion.
Conclusiones

Células osteoprogenitoras aisladas de pulpa dental, presentan mejores
propiedades de diferenciacion al linaje 6seo, comparado con las células madre
obtenidas de ligamento periodontal. Las DPSCS-digestion aparecen como una
alternativa promisoria para aplicaciones en ingenieria de tejidos orientada a la

regeneracion 6sea en odontologia.



1. Marco Teorico

Regeneracion Osea en Odontologia.

El esqueleto humano en su mayoria esta formado por tejido 0seo. Este
presenta mdultiples funciones entre las cuales se encuentra permitir nuestros
movimientos y convertirse en el armazon que soporta nuestro cuerpo y protege
nuestros 6rganos.

El hueso es un tejido vascular y dinAmico que se encuentra en constante

cambio durante toda la vida de los individuos producto de los procesos de
formacion y reabsorcion 6sea. Estos procesos permiten el mantenimiento del
volumen 0seo, la reparacion del dafio tisular y la homeostasis del metabolismo del
fosforo y el calcio. Se calcula que anualmente el 5-10% del volumen éseo total es
renovado (Davies y cols., 2000; Davies 2005; Fernandez y cols. a, 2006).
El hueso alveolar corresponde a una parte especializada del esqueleto
craneomaxilofacial, el cual constituye el principal soporte del diente. El tejido 6seo
tiene la capacidad de restituirse totalmente ante una lesion. ElI fendmeno de
Regeneracion Tisular, a diferencia del proceso de reparacion en el que el tejido
que se forma es un tejido de cicatrizacion distinto del original, consigue la
restitucion integra del tejido tras una injuria (Fernandez y cols. b, 2006). La
regeneracion es un fendmeno mediado por células, vasos sanguineos y matriz
extracelular, regido a su vez por una compleja serie de interacciones de factores
de crecimiento, hormonas y citoquinas (Fernandez y cols. b, 2006).

En el ambito de la odontologia los defectos y deformidades que afectan al
tejido 0seo se producen como resultado de malformaciones congénitas, trauma,
enfermedad periodontal o procedimientos quirargicos en el caso de resecciones
de tumores (Sandor y cols., 2003). La pérdida de hueso también se luego de la
extraccion dental a través de un fendbmeno de reabsorcion y remodelacion llamado
reabsorcion del reborde residual (Marei y cols., 2005). La magnitud estimada de
esta pérdida 6sea es de un 60% dentro de los 3 primeros afios luego de la
extraccién, seguido por una pérdida de 0,25% en los afios siguientes (Sandor y
cols., 2003).



La enfermedad periodontal es la principal patologia que afecta la integridad
de los tejidos de soporte periodontal (fibras del ligamento periodontal, hueso
alveolar, cemento radicular) generando la destruccion de dichos tejidos y en casos
mas severos hasta la pérdida del diente (Bottino y cols, 2012; Razzouk y Schoor,
2012). El tratamiento de la periodontitis inducida por placa consiste en la
eliminacién de la biopelicula bacteriana de la superficie radicular de los dientes
periodontalmente afectados, para lograr de esta forma reducir el niamero de
microorganismos, eliminar los depositos calcificados y desorganizar la ecologia
bacteriana (Adriaens P y Adriaens T, 2005). En algunos casos, luego de haber
realizado el tratamiento periodontal convencional, es necesaria la realizacion de
tratamiento periodontal quirdrgico. Las técnicas utilizadas para la regeneracion del
aparato de insercion periodontal, incluyen el uso de técnicas quirdrgicas como:
injertos 6seos de reemplazo, técnicas de regeneracion guiada o técnicas
regenerativas combinadas (Cruz y Bascones, 2011; Razzouk y Schoor, 2012).

Segun la Encuesta Nacional de Salud de Chile (2003), los pacientes
odontoldgicos en Chile presentan un alto nUmero de piezas dentales perdidas,
siendo los pacientes entre 35 a 44 afos los que presentan un promedio de 6,5
dientes perdidos, mientras que este promedio aumenta en personas de 65 a 74
afos a 15,8 piezas dentarias perdidas (Minsal, 2003). La implantologia permite
responder ante esta gran cantidad de pacientes que necesitan recuperar la funcion
y la estética perdida. Sin embargo, existe una serie de condiciones locales de la
cresta Osea alveolar, desencadenadas por el proceso de atrofia, enfermedad
periodontal y/o trauma, que pueden proporcionar insuficiente volumen de hueso
necesario para poder rehabilitar con implantes al paciente parcial o totalmente
desdentado (Chiapasco y cols., 2006; Olate y cols. a, 2007; Pagni y cols., 2012).

El éxito en la colocaciéon del implante depende en gran medida de la
oseointegracion, siendo parametros cruciales en este proceso; la cantidad y
calidad de hueso remanente junto con la interaccidon entre las superficies del
implante y del tejido 6seo (Sujesh y cols., 2012). La literatura refiere que las
dimensiones éseas minimas requeridas para la colocacién de implantes son: un
ancho de 5 mm (vestibulo — palatino/lingual) y altura de entre 7 y 10 mm. Si estas

condiciones no se cumplen, la rehabilitacion con implantes pasa a ser un
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procedimiento imposible de realizar desde un punto de vista funcional (Olate y
cols. a, 2007; Carrillo y cols., 2009).

Para cumplir con las demandas de aumento de volumen 0seo se recurre a
tratamientos adicionales como: regeneracion 6sea guiada (ROG), plasma rico
en plaquetas y el uso de materiales de injerto 6seo y membranas (Kubo y
cols., 2011).

La ROG consiste en la utilizacion de membranas de barrera reabsorbibles o
no reabsorbibles para proteger los defectos 6seos de la invasion de tejido
provocado por el crecimiento excesivo de células del tejido blando, lo que impide
la osteogénesis en el sitio a regenerar. Esta técnica permite una ganancia de 2 a 8
mm de tejido 6seo vertical. Las complicaciones mas frecuentes reportadas son: la
exposicion de membranas de barrera o del injerto y dehiscencias o infeccion de la
mucosa adyacente a la zona intervenida (Nappe y Baltodano, 2013).

El plasma rico en plaqueta (PRP) es una fraccion de plasma obtenido de
sangre autéloga que contiene una alta concentracion de plaquetas, factores de
crecimiento y proteinas que participan en procesos de adhesion y diferenciacion
celular. Su aplicacion produce una disminucion de la respuesta inflamatoria que
ocurre en los procesos de reparacion y promueve la supervivencia y diferenciaciéon
de las células mesenquimaticas sobre las que actla. Es utilizado en los campos
de cirugia oral y odontologia por los efectos estimulantes sobre los fibroblastos del
periodonto y mucosa oral y sobre los osteoblastos del hueso alveolar, logrando
producir efectos regenerativos a nivel 6seo y de tejido blando (Flores y cols.,
2011). Su obtencién involucra la extraccion de sangre previa a la cirugia y el
procesamiento mediante métodos de separacion bien establecidos.

La pérdida 6sea puede ocurrir antes de la colocacion de los implantes,
fendbmeno denominado como deficiencia 6sea primaria, la cual se puede
solucionar de dos formas terapéuticas. La primera de ellas consiste en un
procedimiento quirdrgico en un solo paso, en donde se colocan los implantes en
conjunto con la membrana con o sin injerto. El segundo procedimiento consiste en
dos pasos, en el cual se aumenta el volumen éseo con la ayuda de membranas e
injertos y en un segundo tiempo quirdrgico se posicionan los implantes. Por otra

parte, puede existir una deficiencia 6sea secundaria que se produce cuando hay
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pérdida 6sea posterior a la colocacion de un implante. En relacion a esto, se ha
observado en rehabilitaciones implanto-soportadas donde hay pérdida de hueso
crestal una mayor acumulacién de placa bacteriana, que de no ser controlada en
el tiempo, resulta en una peri-implantitis, patologia que a su vez va a generar
sobrecarga oclusal y mayor pérdida de hueso, que en ultima instancia resulta en el
fracaso del implante (Prasad y cols., 2011).

Por todo lo indicado anteriormente, la regeneracion 6sea se convierte en un
procedimiento indispensable previo a la rehabilitacion mediante implantes
dentales, asi como en un importante desafio en el tratamiento avanzado de la
enfermedad periodontal. El fin dltimo de la regeneracion tisular 6sea es el de
producir un nuevo hueso en donde se ha perdido, manteniendo las caracteristicas
estructurales y funcionales similares a las del tejido 6seo original (Ueda, 2011;

Pagni y cols., 2012).



Sustitutos 6seos utilizados

Existen diferentes técnicas reparativas para la regeneracion de hueso a
nivel oral que combinan tres mecanismos esenciales, la osteogénesis,
osteoinduccién y osteoconduccion (Giannoudis y cols., 2005; Sanguino, 2011;
Razzouk y Schoor, 2012). La osteogénesis consiste en la formacion de hueso por
osteoblastos, que derivan de células osteoprogenitoras, la osteoinduccion se
refiere a la capacidad de un material para estimular y activar las células
osteoprogenitoras del tejido circundante, y la osteoconduccion describe la
facilitacion y orientacion de los vasos sanguineos por parte de un andamiaje para
la formacion de nuevos sistemas de Havers en el hueso (Giannoudis y cols.,
2005). Otro concepto importante corresponde al de osteointegracion, que se
refiere a la union final entre el hueso del hospedero y material de injerto, y que se
aplica principalmente a los implantes. Todos estos mecanismos en su conjunto
permiten explicar el complejo proceso de regeneracion 6sea (Sanguino, 2011).

Las opciones de reconstruccion 6sea del esqueleto craneo maxilofacial
incluyen injerto 6seo autélogo de fuentes locales o distantes, trasplante alogénico,
hueso xenogénico y sustitutos aloplasticos; dentro de los cuales se encuentran los
materiales ceramicos como hidroxiapatita (HA), fosfatos de calcio, y vidrio
bioactivo (Sandor y cols., 2003; Kubo y cols., 2011).

Los injertos de tejidos autdlogos son considerados el “gold estdndar” en la
reparacion de defectos O6seos debido a sus propiedades osteoconductivas y
osteoinductivas (Sandor y cols., 2003; Kubo y cols., 201; Ueda, 2011; Zhang,
2011; Pagni y cols., 2012). Se ha visto que aproximadamente el 8% de injertos
iliacos provocan complicaciones mayores como infecciones, hemorragias, lesiones
nerviosas, dolores a corto o largo plazo y alteraciones funcionales. Ademas, la
cantidad de hueso requerida es limitada y puede ser inadecuada en algunos casos
clinicos (Sandor y cols., 2003; Kubo y cols., 201; Ueda, 2011; Zhang, 2011).

Por su parte, los injertos alogénico o aloinjertos son tejidos 6seos no vitales
tomados de un individuo y transferido a otro de la misma especie (Sandor y cols.,

2003). Este tipo de injertos evitan los problemas del sitio donante y conservan la
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estructura 0sea, ademas de contener los factores de crecimiento necesarios para
la osteoinduccion. El defecto que presentan estos injertos es un mayor riesgo de
presentar rechazo inmune y trasmision de infecciones como hepatitis y VIH
(Valdivia, 2009; Kubo y cols., 2011). Dentro de las complicaciones, los aloinjertos
son los que presentan mayor cantidad de infecciones locales (12-15%), fracturas
(10-16%) y no consolidaciones como pseudoartrosis (9-23%) (Becerra y cols.,
2001; Reynolds y cols., 2009).

Los xenoinjertos son injertos quirdrgicos trasplantados entre diferentes
especies, los que pueden provenir de un donante de mamifero o exoesqueletos de
coral (Sandor y cols., 2003; Reynolds y cols., 2009). En sus inicios estos injertos
presentaban problemas al generar enfermedades de origen autoinmunes, lo que
se fue solucionando en el tiempo a través de métodos de eliminacion de materia
organica aplicados a las particulas del injerto 6seo que permitieron una mayor
tolerancia inmunolégica. En la practica clinica los mas comercializados son los
provenientes de hueso bovino y coral natural. Su ventaja es que reduce la
morbilidad, pero existe una gran controversia por la posibilidad de presentar a
futuro enfermedades de origen bovino virales de lento potencial de expresion
(Becerra y cols., 2001; Sandor y cols., 2003).

Por ultimo, estan los sustitutos 6seos aloplasticos, sustancias inorganicas
sintéticas biocompatibles, procesadas para el uso clinico de la regeneracion ésea.
Actualmente existen dos tipos; las ceramicas y los polimeros. (Sandor y cols.,
2003; Reynolds y cols.,, 2009). Estos materiales tienen propiedades
osteoconductivas que van a depender de la composicion, morfologia y topografia
de superficie. (Olate y cols., 2007; Reynolds y cols., 2009).

Para que los materiales de injerto expuestos anteriormente sean capaces
de integrarse biolégicamente al tejido del huésped, deben ser colocados en un
entorno 6seo vivo, bien vascularizado y en circunstancias biomecéanicas
favorables. Estas condiciones no siempre se cumplen totalmente ocurriendo el
fracaso y rechazo del injerto (Becerra y cols., 2001). Ademas, estos materiales
presentan una habilidad relativamente limitada para producir una regeneracion
estructural y funcional del tejido, ya que permiten obtener generalmente un soporte
mineralizado con caracteristicas cercanas al hueso, mas que un tejido 6seo como

el existente previo a su destruccion.



Ingenieria Tisular

En los ultimos afos, especificamente partir de la década de 1990, se ha
desarrollado dentro de la investigacion médica y odontolégica una disciplina
altamente promisoria conocida con el nombre de Ingenieria Tisular (IT).

Langer y Vacanti (1987) proponen el uso de la IT para lograr la
regeneracion de tejidos perdidos y restablecer diversas funciones de 6rganos y
tejidos humanos dafados. La IT fue definida por dichos autores como “aquel
campo interdisciplinario que aplica los principios de la ingenieria y ciencias de la
vida hacia el desarrollo de sustitutos bioldégicos que restauren, mantengan o
mejoren la funcion de los tejidos u érganos completos” (Peng y cols., 2009).

Los principios de la IT asociados a la medicina regenerativa involucran e
interrelacionan tres grandes elementos a saber; (a) Sefales morfogénicas, (b)
Andamio (scaffold) y (c) Células madre indiferenciadas (Bottino y cols., 2012;
Sedgley y Botero, 2012; Suchanek y cols., 2012). El objetivo final de la IT a partir
de estos 3 pilares es el desarrollo de un constructo bioactivo. Este elemento
consiste en el uso del biomaterial andamio que puede o no tener moléculas o
particulas bioactivas en combinacion con células madre. El constructo puede ser
injertado ya sea inmediatamente luego de ser cargado con las células o después
de un tiempo de incubacion, en donde el constructo es inducido ex vivo, para una
produccion previa de matriz extracelular y/o tejido en formacion.

Su importancia radica en que este nuevo campo de investigacion
contribuiria a la regeneracion, reparacion o reemplazo bioartificial de tejidos u
organos propios del cuerpo humano que han sido dafiados por diversos factores
como trauma, quemaduras o enfermedades como el cancer o patologias
congénitas (Rosales y cols., 2012).

El primer elemento son la sefiales morfogénicas o biomodleculas o
inductores o factores de crecimiento y de diferenciacion, que juegan un rol
importante en la multiplicacion y diferenciacion de células madre a tipos celulares
especificos. Ultimamente, gracias a los avances de la nanotecnologia, estos

elementos pueden ser también nanomateriales bioactivos con la capacidad de
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producir estimulos a nivel celular. Las células son capaces de responder al medio
extracelular ya que detectan sefiales quimicas o estimulos fisicos que permiten la
activacion de distintos mecanismos moleculares y bioldgicos a este nivel. La
participacion de estas sustancias es fundamental ya que contribuye al crecimiento
y desarrollo tisular, permitiendo los procesos de division celular, migracion,
diferenciacion y destruccion via apoptotica. La incorporacién de estos factores a
los biomateriales (andamios) ha permitido que la liberacion y exposicion sea mas
prolongada, ya que estos presentan una vida media muy corta por si sola y al
estar incorporados a un material su permanencia en los tejidos aumenta. La vida
media de las sefiales morfogénicas de esta forma, sera dependiente de la tasa de
difusion o de degradacién que tenga el biomaterial utilizado (Singh y cols., 2012).

El andamio en relacion a la IT son materiales que deben favorecer la
funcién mecanica y bioldgica de las células actuando como una matriz extracelular
porosa. Debe ser un material biocompatible o biolégicamente aceptado y debe
tener la capacidad de reabsorberse pero, ser capaz a su vez de mantener sus
propiedades durante el tiempo que tenga que desempefiar su funcién. De esta
manera, estos biomateriales otorgan un espacio a las células madre en tres
dimensiones para formar los nuevos tejidos con una estructura y funcion
adecuada. Ademas de esta propiedad permiten promover el crecimiento,
diferenciacion celular, el depdsito de matriz mineralizada y permiten ofrecer sitios
especificos de adhesion celular en el cuerpo con una eficiencia de carga,
favoreciendo de esta forma también la adhesion celular (Rezwan y cols., 2006;
Baino y Vitale, 2011; Rosales y cols., 2012).

Por otro lado, las células madre son células no diferenciadas que tienen la
capacidad de auto renovarse, diferenciarse a multilinajes de células individuales y
regenerar in vivo diferentes tejidos o tipos celulares funcionales. La capacidad de
diferenciarse permite que la célula madre pierda sus caracteristicas originales para
luego adquirir propiedades nuevas condicionadas por el medio ambiente en el que
se encuentren. Se le han asociado, en los ultimos afios, las caracteristicas de
plasticidad y desdiferenciacion. El primer concepto es definido como la capacidad
de una célula madre en dar origen a células de linajes distintos al de su origen
pero de la misma capa embrionaria, a diferencia de la desdiferenciacion, que

permitiria que las células madre se diferenciaran a células de capas embrionarias
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distintas a las de su origen (Perez y Lorenti, 2006; Zhang, 2011; Rosales y cols.,
2012; Sujesh y cols., 2012).
Células Madre.

Las células madre se pueden clasificar bajo dos criterios: plasticidad y
origen. Segun su plasticidad pueden ser células totipotentes, pluripotentes,
multipotentes y unipotentes. Mientras que por su origen pueden ser células madre
embrionarias (ESCs) o adultas (ASC) (Perez y Lorenti, 2006; Zhang, 2011;
Rosales y cols., 2012; Singh y cols., 2012; Sujesh y cols., 2012).

Segun su plasticidad se distinguen en primer lugar las células madre
totipotenciales (del latin totus, que significa completa) hace referencia al
potencial de regenerar un embrion completo, tanto tejido extraembrionarios como
embrionarios, pluripotente (“pluri” del latin plures que significa muchos o varios)
son aquellas células capaces de dar origen a progenitores especializados de
cualquiera de las tres capas embrionarias demostrando funcionalidad tanto in vitro
como in vivo, ademas de ser capaz de producir un asentamiento claro y
persistente en el tejido blanco. Las células multipotentes son aquellas que dan
origen solo a las células que estan relacionadas a una de los tres lineas
embrionarias y finalmente las unipotentes (del latin unas; uno) que originan
células hijas pertenecientes a una unica linea celular (Munevar y cols., 2005;
Perez y Lorenti, 2006).

En base de la segunda clasificacion se encuentran las ESCs, que son
células obtenidas de la masa celular interna del blastocito durante el desarrollo del
embrion (7-14 dias), estructura que posteriormente dard origen a las tres capas
embrionarias endodermo, mesodermo y ectodermo (Figura 1). Son células
pluripotentes capaces de dividirse ilimitadamente y diferenciarse en todas las
células somaticas del organismo, excluyendo la formacion de tejidos
extraembrionarios. Esta misma capacidad se convierte en su desventaja ya que Si
no estan bajo control se diferencian y proliferan sin limites, presentando de esta
forma un alto potencial neoplasico (Pérez y Lorenti, 2006; Chao y cols., 2012;
Sujesh y cols., 2012; Ulmer y cols., 2010). Etica y politicamente el uso de células
embrionarias es un tema controversial porque supone la destruccién de embriones

humanos en desarrollo (Ulmer y cols., 2010; Rodriguez y cols., 2011).
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Figura 1. Desarrollo del embrién humano y tejidos fundamentales. Las ESCs
(morado) provenientes de la masa interna del blastocito. Luego los diferentes tejidos
estructurales; ectodermo, mesodermo y endodermo.

(Hernandez Py Dorticos E, 2004)

Las ASC son células indiferenciadas que estan presentes en tejidos
diferenciados, normalmente se dividen y producen células progenitoras que se
diferencian a células con caracteristicas especializadas idénticas a las del tejido
de origen. Actualmente, estudios han demostrado que presentan la capacidad de
generar tipos celulares de tejidos diferentes (Munevar y cols., 2005; Rodriguez y
cols., 2011). Se encuentran en areas especificas de estos tejidos en un estado
latente donde son activadas por diferentes estimulos como factores genéticos o
ambientales, fuerzas mecénicas, enfermedades o trauma. Adicionalmente, en
estos nichos especificos ocurre la regulacion de los procesos de sobrevida,
migracion y envejecimiento de las células. La principal funcién de las ASC es la
regeneracion de mdltiples tejidos que han sido dafiados o tejidos que necesitan
funciones de reparacion o regeneracion (Sedgley y Botero, 2012; Sujesh y cols.,
2012).

Las células ASC, a diferencia de las ESC, son células multipotentes por lo

que presentan una limitada capacidad de diferenciacion y pueden proliferar un



13

namero limitado de veces (Valdivia, 2009; Ulmer y cols., 2010; Sedgley y Botero,
2012). Hay 3 tipos de células multipotentes las ectodérmicas, mesodérmicas o
mesenquimaticas y las endodérmicas (Sujesh y cols., 2012).

Las células Mesenquimaticas (MSCs) son células madre multipotentes no
hematopoyéticas capaces de diferenciarse en tipos celulares mesenquimaticos y
no mesenquimaticos (Akiyama y cols., 2012). Fueron descubiertas por primera vez
en el estroma de la médula 6sea por lo que también reciben el nombre de células
madre estromales. Se caracterizan por presentar aspecto de fibroblastos
fusiformes en cultivos no estimulados, mostrar adherencia al plastico y una serie
de marcadores especificos como SH2, SH3 y SH4, ademas de algunos antigenos
de superficie como son CD29, CD44, CD73, CD90, CD106, CD 271 y STRO-1
utilizados para su caracterizacion e identificacion como MSC (Hernandez y
Dorticos, 2004; Chao y cols., 2012; Kawashima, 2012).

La Sociedad Internacional de Terapia Celular (Mesenchymal and Tissue
Stem Cell Committee of the international Society for Cellular Therapy) (Dominici y
cols., 2006) define poblaciones in-vitro de MSCs en base a 3 criterios: 1) Adhesién
a superficies plasticas, 2) Expresion de un conjunto especifico de marcadores de
superficie de membrana 3) y capacidad de diferenciarse a los diferentes linajes de
células mesenquimaticas; osteoblasto, condroblasto, fibroblasto y adipocito entre
otros (Figura 2). Al ser cultivados en un medio de cultivo especifico deben ser

capaces de diferenciarse en al menos 3 de estos tipos de tejidos (Valdivia, 2009;

Razzouk y Schoor, 2012).
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Figura 2. Diferenciacion de MSCs adultas a tres linajes celulares distintos.
(Pittenger y cols., 1999).
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Fuentes de obtencion de las células madre

Las MSCs se encuentran en diferentes tejidos del cuerpo humano como la
médula O6sea, cordon umbilical, tejido adiposo, musculos, cerebro y tejidos
dentales entre otros (Razzouk y Schoor, 2012; Sedgley y Botero, 2012).

La médula O0sea es considerada la fuente tradicional de MSCs, esta
formada por una poblacion celular heterogénea consistente en fibroblastos,
osteoblastos, progenitores adiposos y células madre. La poblacién de células
madre presente en este tejido es variada existiendo las células madre
hematopoyética, poblacion lateral, células progenitoras adultas multipotentes y las
Mesenquimaticas que corresponde a un 0.001% a 0.01% del total celular. Estudios
seflalan la amplia capacidad de las células madre de medula 6sea (BMMSCSs)
para diferenciarse en diferentes tejidos que incluye hueso, cartilago, tendon,
musculo, tejido adiposo y tejido de soporte para el estroma hematopoyético
(Baksh y cols., 2004; Peng y cols., 2009). Su aplicacion clinica presenta una serie
de limitaciones ya que su recoleccion mediante aspiracion implica la realizacion de
un procedimiento quirdrgico invasivo que puede causar infeccidon, hemorragia y
dolor crénico. Ademas, se ha estudiado que las células de este tejido presentan un
acelerado envejecimiento con la edad y la cantidad de células obtenidas después
de la extraccion es relativamente baja (Huang y cols., 2009; Chao y cols., 2012;
Razzouk y Schoor, 2012).

La obtencién de células del cordén umbilical, es un procedimiento mas
ventajoso ya que es un tejido que es desechado, no involucra un proceso invasivo
y es indoloro e inocuo tanto para la madre como para el hijo (Chao y cols., 2012).
Presentan un alto potencial de multiplicacidn, en un estudio reciente se comparé la
capacidad de division celular y las células del corddén umbilical fueron capaces de
expandirse 20 veces en contraste con las células de la médula que lo hicieron 5
veces y el tejido adiposo 8 veces (Flores y cols., 2011). La gran desventaja
descrita es que la Unica oportunidad para obtener fuentes de células madre de
corddon umbilical es al momento del nacimiento del bebé (Sujesh y cols., 2012).

Las células madre derivadas del tejido adiposo (ADSCs) son consideradas
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un grupo de células mesenquimaticas pluripotente que presentan una alta
capacidad para diferenciarse a un multilinaje de tejidos entre los que estan;
cartilago, hueso, tejido adiposo, musculo y tejido neuronal. Presenta la ventaja de
que el tejido adiposo se obtiene a través de un procedimiento quirdrgico aspirativo
menos invasivo (liposuccion) que el de la médula 6sea, ademas de que el acceso
es sencillo y el procesamiento del tejido es facil de realizar. La liposuccién es uno
de los procedimientos estéticos mas realizados en el mundo y es bien aceptado
por los pacientes que en su mayoria tienen un mala percepcion del exceso de
grasa. La cantidad de ADSCs obtenidas es mayor ya que es posible extraer varios
mililitros de grasa de cada paciente considerando que es uno de los tejidos mas
abundantes en el cuerpo (Peng y cols., 2009; Pineda y Londofio, 2009). Las
desventajas que presenta esta fuente de extraccion es que se necesita realizar un
procedimiento quirdrgico que aunque, como se menciond anteriormente es poco
invasivo es necesario el uso de anestesia general y como toda operacion tiene
riesgos en cuanto a infecciones posteriores. Se describe que el tejido adiposo
presenta altas concentraciones de monocitos/macrofagos, células productoras de
citoquinas que podrian ser contraindicadas en ciertas situaciones clinicas por su
potencial impacto inmunologico (Madriz, 2010).

Ultimamente se ha generado también el interés de aislar células madre de
origen dental. Esto debido a que los dientes son considerados un material de
desecho cuando son perdidos por diferentes motivos (trauma, enfermedad
periodontal) o extraidos por indicacion ortodontica y/o protésica (Peng y cols.,
2009; Estrela y cols., 2011; Sedgley y Botero, 2012). Ademas, existe la posibilidad
de obtener piezas dentales en diferentes momentos de la vida, considerando que
los dientes temporales se pierden a los 6 afios y que por diversos motivos
jovenes-adultos deben extraerse los terceros molares entre los 15-28 afios,
aproximadamente. Se considera que una de las cirugias orales mas frecuente en
el mundo es la extraccién de terceros molares. Existe una serie de condiciones
clinica para que la indicacion de su remocidn sea una practica frecuente, la
mayoria de ellas relacionadas con la posibilidad de que su permanencia a futuro
genere patologias en la region oral como caries, enfermedad periodontal,
pericoronaritis, quistes (paradental o radicular), queratoquistes, ameloblastomas,

ulceraciones de la mucosa adyacente y complicaciones nerviosa por compresion
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del paquete vasculonervioso, entre otras (Olate y cols., 2007). El procedimiento de
extraccion de terceros molares es relativamente sencillo ya que involucra una
cirugia ambulatoria, solo bajo anestesia local. Adicionalmente, los terceros
molares son las ultimas piezas dentarias permanentes en erupcionar por lo que se
encuentran en un estado mas temprano del desarrollo si lo comparamos con la
médula ésea (Mori G y cols., 2009).

En comparacion a los otros tejidos donde existen “nichos o locus” de células
madre, el diente presenta la ventaja de que el acceso a estos sitios es facil y la
extraccion celular de estas estructuras es altamente eficiente (Chen y cols., 2012).
Estas células presentan una gran capacidad y facilidad de multiplicarse una vez
extraidas del organismo, lo que permite considerarlas como una fuente abundante
de células.

Los tejidos dentales son tejidos especializados de origen
ectomesenquimatico, debido a la interaccibn que hay entre las células
mensenquimaticas y las células de la cresta neural durante la formacion del
diente. El tejido dentario no presenta una taza de recambio a través de la vida (a
diferencia del tejido 0seo) pero si posee un limitado potencial de reparacion
postnatal, al parecer mantenida por un grupo de células madre pulpares que
tienen el potencial de diferenciarse en odontoblastos permitiendo el depésito de
dentina terciaria frente a agresiones fisicas, quimicas y/o biologicas.

En los tejidos dentales hay diferentes fuentes de MSCs identificadas como
son la pulpa dental (DPSCs), dientes deciduos exfoliados (SHED), foliculo dental,
papila apical radicular (SCAP) y ligamento periodontal (PDLSCs) (Honda y cols.,
2010; Sedgley y Botero, 2012).

Pulpa > DPSCs > Regeneracién Pulpa-dentina
->SHED > Regeneracion Pulpar

PDL-> PDLSCs—> Regeneracion tejido Periodontal

Papila Apical>SCAP-> Regeneracion Pulpa-dentina

Figura 3. Fuentes de células madre en una pieza dentaria. Imagen muestra 4 zonas de
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obtencion de células madre en la pieza dentaria; pulpa dental (DPSCs), dientes temporal
exfoliados (SHED), papila apical radicular (SCAP) y ligamento periodontal (PDLSCs).
(Ranganathan K y Lakshminarayanan V, 2012)

MSCs de la Pulpa Dental

La pulpa dental es un tejido conjuntivo laxo de origen mesenquimatico
altamente especializado que se encuentra rodeado por un tejido rigido
mineralizado y que esta ricamente vascularizado e inervado. Histologicamente
esta compuesto por una matriz extracelular (sustancia fundamental y fibras) y por
células, dentro de las cuales encontramos odontoblastos, fibroblastos,
macrofagos, células dendriticas, mastocitos y células madre mesenquimaticas
indiferenciadas (DPSCs) (Navarro, 2009; Rodriguez y cols., 2011).

Las DPSCs fueron aisladas por primera vez en el aiflo 2000, siendo la
primera fuente de células madre aisladas a partir de un diente (Gronthos y cols.,
2002). Se caracterizan por presentar una alta proliferacion y un gran namero de
unidades formadoras de colonia productoras de nodulos mineralizados (Demarco
y col., 2011, Estrela y cols., 2011).

Esta fuente de células tiene la ventaja de presentar un facil acceso, baja
morbilidad y ser altamente eficientes una vez extraidas, ademas de presentar
interaccion con los biomateriales, caracteristica deseable al momento de ser
utilizada con los andamiajes en los procedimientos de regeneracion (Gonzales y
cols., 2011).

Las DPSCs tienen capacidad de diferenciarse in vitro a condrocitos,
adipocitos, osteoblastos/osteocitos, miocitos, células neuronales y cardiomiocitos.
Presentan un gran potencial osteogénico comparado con las BMMSCs y células
periostales, lo que experimentalmente se ha comprobado a través de la actividad
de fosfatasa alcalina (ALP) después de 3 semanas de incubacion con medio
osteogénico (Chen vy cols., 2012). Se ha visto que la diferenciacion osteogénica in
vitro genera células progenitoras osteoblasticas y osteoblastos maduros con
produccion de LAB (living autologous fibrous bone tissues), e in vivo a diferencia
de lo anterior, se forma tejido 0seo calcificado con sus respectivos canales de
Havers y osteocitos (Huang y cols., 2009).

Una caracteristica importante de las DPSCs es su potencial de

diferenciacion osteoblastica. Estudios sefialan que estas células al ser inducidas in
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vitro se diferencian en células con fenotipo osteoblastico adoptando una
morfologia polarizada y caracterizada por el depésito de nédulos mineralizantes.
En el 2009 se llevo a cabo el primer estudio clinico de reconstruccion de hueso
alveolar a partir de DPSCs, confirmando su capacidad para regenerar tejido 6seo
in vivo (D’Aquino R y cols., 2009).

Por otra parte, se han realizado trasplantes ex vivo de DPSCs en conjunto
con hidroxiapatita/fosfato tricalcico, logrando la formacién ectopica de complejos
tipo pulpa-dentina en ratones inmunocomprometidos (Huang y cols., 2009). Los
complejos tipo pulpa-dentina involucran la formacién de una matriz mineralizada
tubular rodeada de una linea de odontoblastos , tejido coladgeno perpendicular a la
superficie mineralizada y tejido fibroso con vasos sanguineos, con una disposiciéon
muy similar al encontrado en complejos pulpo-dentinario humanos (Gronthos y
cols., 2002).

Experimentos en animales sugieren que las DPSCs pueden proporcionar
una fuente de células para la reparacion y/o regeneracion de corazén, musculo,

cerebro y dientes (Chen y cols., 2012).
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MSCs del Ligamento Periodontal

El ligamento periodontal es un tejido conectivo especializado localizado
entre el diente y el hueso alveolar, caracterizado por presentar una alta capacidad
de renovacidon, remodelacion y reparacion. Estd formado por una poblacidon
heterogénea de células que incluye fibroblastos, cementoblastos, osteoblastos,
células endoteliales, células epiteliales y células madre mesenquimaticas (Nomura
y cols., 2012). Las MSCs han sido aisladas de ligamento periodontal adulto, en
nichos cercanos o incluso en contacto a vasos sanguineos sugiriendo un posible
origen en los pericitos (Martinez, 2010).

Una investigacion reciente de Seos y cols., 2004 demostré que células
PDLSCs humanas tienen la capacidad de diferenciacion in vitro a linaje
osteogénico, adipogénico y condrogénico y de regeneracion tisular periodontal in
vivo. Presentan morfologia tipo fibroblasto y expresan antigenos que han sido
identificados en precursores del estroma de medula 6sea (CD90 CD29 CD44
CD166 CD105 CD13). Cuando estas células son diferenciadas a fenotipo
osteogénico/odontogénico se caracterizan por presentar cuerpos celulares
polarizados y acumulacion de nodulos mineralizados (Kadar y col., 2009;
Kawanabe y cols., 2010).

En trasplantes in vivo las PDLSCs incorporadas sobre andamiajes de
hidroxiapatita con trifosfato de calcio (HA/TCP) son capaces de generar cemento y
estructuras tipo ligamento periodontal incluyendo la formacion de fibras de
Sharpey que fisiologicamente son las que unen el hueso con el cemento (Ibarretxe
y cols., 2012). Estudios en ratones inmunocomprometidos sefalan que al
trasplantar PDLSCs en zona con defectos periodontales, permite la regeneracion
de los tejidos tipo PDL en estrecha relacion con hueso trabecular formado
inmediatamente a la zona de formacion de tejidos periodontales, sugiriendo que
estas células estarian relacionados con la regeneracion del hueso alveolar (Huang
y cols., 2009).

Hasta el momento, la fuente mas favorable para la obtencién de células
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madre de ligamento periodontal y pulpa son los terceros molares incluidos o
dientes extraidos por ortodoncia (Gronthos y cols., 2000; Kawanabe y cols., 2010;
Macedo y cols., 2010; Magallanes y cols., 2010; Spath y cols., 2010; Atariy cols.,
2011; Mori y cols., 2011). Esto debido a que son piezas dentarias frecuentemente
extraidas, sin patologia pulpar y/o periodontal y desechadas por los odontologos.

Con respecto al aislamiento de células madre desde tejido periodontal y
pulpa dental, se han utilizado dos técnicas: la digestién enzimatica y el método
del explante. En la primera, las muestras bioldgicas son tratadas
enzimaticamente para eliminar la matriz extracelular y aislar las células de interés.
Para este proposito, las enzimas mas utilizadas son las colagenasas, dispasas y la
tripsina. El segundo método de explante consiste en la utilizacién de fragmentos
de tejidos de tamafio macroscopico que son directamente mantenidos en cultivo y
a partir de los cuales proliferan las células (Olate y cols., 2007; Rodriguez y cols.,
2011).

En relacién a las técnicas de aislamiento para estos dos tipos celulares, en
la literatura se reportan ambas indistintamente. Se encontré una mayor cantidad
de estudios de DPSCs y PDLSCs que utilizan el protocolo de aislamiento
digestivo. Sin embargo, no existen estudios en relacion a la técnica mas ventajoso
en cuanto a la capacidad de diferenciacion posterior de las células al fenotipo
osteoblastico (Gronthos y cols., 2000; Magallanes y cols., 2010; Atari y cols., 2011;
Moriy cols., 2011).

En cuanto a las propiedades de las células provenientes de estas dos
fuentes de obtencién, se ha descrito segun Estrela C y colaboradores, que las
DPSCs y las PDLSCs en los analisis in vitro presentan una multipotencialidad
similar ambas con capacidad para diferenciarse a células tipo osteoblasto,
odontoblasto, condrocito, miocito, neurocito y adipocito. En estudios in vivo, las
DPSCs son capaces de diferenciarse a preferentemente a linaje 6seo, tejidos tipo
complejos pulpo-dentinario y células tipo odontoblasto; mientras que las PDLSCs
presentan preferencia hacia la formacion de tejido tipo ligamento periodontal y
formacion de matriz de cemento. Se ha estudiado por separado la expresion de
genes in vitro en estas ceélulas y las DPSCs presentan mayor cantidad de
marcadores osteoblasticos que las PDLSCs (Huang y col.,, 2009).Estos

antecedentes sugieren que las PDLSCs y las DPSCs podrian presentar diferentes
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propiedades de diferenciacion osteogénica (Huang y cols., 2009; Rodriguez y
cols., 2011).

Sin embargo, no se conocen estudios que comparen y demuestren
diferencias en la habilidad de estas células de distinto origen, para diferenciarse
hacia el linaje éseo. De la misma forma, no se tienen referencias acerca de qué
tipo de técnica de aislamiento resultaria ser mas eficiente para este propadsito.

El aislar células madre de origen dental con potencial osteogénico,
permitiria disponer de una fuente de células que podria ser usada en el desarrollo
de sistemas de ingenieria tisular para la regeneracion 6sea. Particularmente, en el
contexto del proyecto en que se encuentra este estudio, se busca disefar
constructos de regeneraciéon 6sea combinando nanomateriales bioactivos con
células madre para el tratamiento reconstructivo 0seo odontoldgico para
aplicaciones en implantologia y periodoncia,

El propdsito del presente estudio consiste en aislar células madre
provenientes de pulpa dental y ligamento periodontal humano utilizando las
técnicas de aislamiento de explante y digestion enzimatica, y comparar su
capacidad de diferenciacion osteogénica de acuerdo a la fuente de tejido y la

técnica de aislamiento utilizada.
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3. Hipoétesis y Objetivos

HIPOTESIS.

Células madre aisladas desde tejido pulpar mediante la técnica de explante
presentan mayor capacidad de diferenciacion osteogénica que ceélulas madre
aisladas de ligamento periodontal, utilizando tanto la técnica de aislamiento de

digestion enzimatica como la técnica por explante.

OBJETIVO GENERAL.

Aislar células madre a partir de ligamento periodontal y pulpa dental, y determinar
su capacidad de diferenciaciéon con respecto al tipo de tejido y a la técnica de

aislamiento utilizada.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Comparar la fuente de obtencién de células madre (pulpa y ligamento) en
cuanto a la viabilidad y capacidad de diferenciacion osteogénica de las

células aisladas.

2. Comparar los métodos de aislamiento de las células por explante y
digestion enzimatica con respecto a la viabilidad y capacidad de

diferenciacion osteogénica de las células aisladas.

3. Comprobar la viabilidad de las células aisladas luego de ser sometidas a

criopreservacion.
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4. Materiales y Métodos.

4.1 Materiales

A continuaciéon se describen los materiales empleados para la realizacion de este

estudio experimental in vitro.

a) Reactivos Utilizados

- P-nitrofenilfosfato (Sigma).

- NBT/BCIP (PromegA)

- Colagensas | (Sigma)

- Dispasatipo Il (Sigma)

- Azul de tripan (Gibco-BRL)

-  MTS/PMS (Promega)

- Rojo alizaron (Sigma)

- Formaldehido 37% (Merck)

- Glutaraldehido (Merck)

- Dimetilsulféxido (Sigma)

- Trizol (Ambion)
Penicilina-streptomicina (Hyclone)

- Anforoterecina B (Hyclone)

- B-glicerolfosfato (Sigma)

- Dexametasona (Sigma)

- Transcriptasa reversa con M-MLV Reverse Transcriptase (Promega)

- NaH;PO,

- Bromuro de etidio

- Agua bidestilada Agar Agar (Merck)

- Etanol p.a., Oil Red O (Merck).
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- Etanol al 70% (TCL).

- MgCl, (Winkler)

- KCI,(Winkler)

- NaCl,(Winkler)

- NaH;PO,

b) Reactivos para cultivo celular

Medio de cultivo alfa MEM con glucosa (Gibco-BRL).

Medio de cultivo DMEM con glucosa (Gibco-BRL).

Suero fisiologico estéril (Hycloyne)

Solucién Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline PBS (Merck)
Solucion Tris Buffered Saline TBS (Merck)

Tripsina (Sigma)

c) Material de Vidrio y Laboratorio

Micropipetas 10, 20,100 y 1000 pl.
Mango de Bisturi N°3

Hoja de Bisturi

Fresas de fisura esteéril

Disco carburundum

Gradilla.

Camara de Neubauer

Balanza analitica.

Pinzas esteéril

Espatulas.

Microplaca Desechable para Cultivo Celular de 6,12 Y 24 pocillos
d) Equipos Utilizados.
- Microscopio electréonico de Barrido (SEM) Digital scanning microscope DSM

940 Zeiss. Facultad de Medicina de la U. de Chile.

- Microscopio 6ptico Nikon Eclipse Ti-S.
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- Espectofotometro SQ 2800 Single Beam scanning uv/visible.
- RT-PCR Esco Techne-TC-312.

- Incubador Heraeaus.

- Problet 12S, Hybridization Oven

- Gabinete de Flujo laminar Nvaire, Clase Il A/B3

4.2 Métodos

4.2.1 Toma de muestras dentales.

Las muestras dentales fueron recolectadas en la Clinica Odontologica de la
Universidad de Chile, de acuerdo a los protocolos y consentimientos informados
aprobados por el Comité Etico y Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile (Proyecto FONDECYT 1130342) (Documento Anexo). Los
terceros molares sanos fueron obtenidos a partir de pacientes adultos-jovenes
hombres y mujeres entre 18 y 25 afos, los cuales fueron informados antes del
procedimiento sobre el estudio y en todos los casos el consentimiento informado
fue firmado previo a la recoleccion de las muestras.

Los terceros molares incluidos sanos recolectados debian encontrarse
libres de caries, enfermedad periodontal y sin signos radiograficos de lesiones
apicales.

Las extracciones fueron realizadas en pabelldn, bajo anestesia local y con
luxadores y/o elevadores segun la condicion clinica de la pieza a extraer. Un vez
obtenidas las muestras se mantuvieron y fueron trasportadas en medio de cultivo
alfa- MEM suplementado con suero fetal bovino al 10%, 100 U/ml de penicilina,

100 pg/ml de estreptomicina y 0,25 pg/ml de anfotericina B en frio al laboratorio.
4.2.2 Cultivo de Células Mesenquiméticas de Ligamento Periodontal
Bajo campana de flujo laminar, los molares se lavaron 3 veces con 2 ml de

PBS con antibioticos (100 U/ml de penicilina/estreptomicina, 0,25 mg/ml de
anfotericina B). Luego, se extrajo el ligamento periodontal de la zona radicular
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media (3 mm del limite amelocementario y 3 mm sobre formen apical) con un bisturi
N°3 hoja 15 (Figura 4 Ay B).

Los fragmentos obtenidos se cultivaron mediante dos métodos:

Método del explante: Trozos de 1-2 mm de didmetro se depositaron directamente
sobre placas de cultivo de 35 mm sin medio de cultivo para permitir que el tejido se
adhiriera a la placa, luego de unos minutos se agrego6 alfa-MEM suplementado con
SFB al 20% vy antibidticos (Figura 4C). Los trozos de tejido se cultivaron en
incubadora a 37 °C y aire con 5 % de CO,. El medio de cultivo se reemplazd por
medio fresco cada tres dias hasta la formacion de una monocapa celular con
confluencia de 90-100%, la cual se observé mediante microscopia Optica (protocolo

modificado a partir de Seo y col., 2004; Seo y col., 2005).

Método de digestion enzimatica: El tejido se incub6 en una solucién de
colagenasa tipo |, con una concentracién de 1 mg/ml en medio de cultivo alfa-MEM
suplementado con antibiéticos (100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina)
y tripsina al 0,25 %. Esta mezcla se incub6 en un Roler dentro de una estufa a 37°
C durante 15 minutos (Rotisserie). Una vez disociado el tejido, las células obtenidas
se separaron mediante centrifugacion a 1500 rpm durante 5 minutos, para luego ser
sembradas en placas de cultivo de 35 mm, adicionando medio alfa-MEM
suplementado con SFB al 20%, 100 U/ml de penicilina/estreptomicina y 0,25 ug/ml
de anfotericina B (Figura 4D). Las células se incubaron a 37°C a una atmosfera de
5% de CO,, el medio se reemplazé cada 3 dias hasta la formacion de una
monocapa celular (protocolo modificado a partir de Seo y col., 2004; Seo y col.,
2005).
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Figura 4 Procedimiento de extraccion del LPD para aislamiento celular. Tercer molar
incluido posterior a la extraccion (A), procedimiento de extracciéon del ligamento periodontal
de la zona radicular media (B), técnica del explante (C), técnica de digestion enzimatica (D).

De acuerdo a la literatura, se espera que utilizando la técnica del explante se
establezca una monocapa celular luego de 18 dias; mientras que mediante la técnica
de digestion enzimatica, la monocapa se debiera establecer a los 12 dias (Seo y
cols., 2004; Seo y cols., 2005).

4.2.3 Cultivo de Células Mesenquiméticas de Pulpa Dental

La superficie del diente se limpié con alcohol y el ligamento periodontal fue
eliminado con un bisturi estéril n°3 hoja 15. Luego, el molar fue seccionado
horizontalmente a nivel del limite amelodentinario con fresas de fisura estéril y disco

carburundum, para proceder a extraer con una pinza estéril la pulpa desde la
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camara y el canal radicular (Figura 5 A y B). Todo el procedimiento se realizé bajo
irrigacion constante con suero fisioldgico para evitar la generacion de calor excesivo
gue dafase el tejido pulpar.

El tejido obtenido fue sometido a dos métodos de extraccion para el

aislamiento celular, al igual que el ligamento periodontal:

Método del explante: El tejido se deposité directamente sobre placas de cultivo. Si
el tejido pulpa era de gran tamafo era cortado para obtener fragmentos de
aproximadamente 2 mm maximo de ancho/largo y una vez que el tejido se encontro
adherido a la placa se agregd medio alfa-MEM suplementado con SFB al 20 %,
antibidtico y antimicoticos (Figura 5 C). Posteriormente, se dejé en incubadora 37
°C con una atmosfera 5 % de CO,. El medio de cultivo se reemplaz6 por medio
fresco cada tres dias hasta la formacion de una monocapa celular o confluencia al
90-100% observado mediante microscopia Optica (protocolo modificado a partir de
Seo y col., 2004; Seo y col., 2005).

Digestion enzimética: El tejido se incubd en una solucion de 3 mg/ml de
colagenasa tipo | y 4 mg/ml de dispasa tipo Il en medio alfa-MEM suplementado con
SFB. La mezcla se incub6é en un Roler dentro de una estufa a 37°C durante 60
minutos (Rotisserie).

La reaccion enzimatica se detuvo agregando DMEM suplementado con
10% de SFB para inactivar las enzima y luego se centrifugé a 1200 rpm por 5 min.
Posteriormente, el pellet celular se resuspendié en medio alfa-MEM suplementado
con suero y se centrifugd nuevamente a 1200 rpm durante 7 minutos (Figura 5D).
Las células se sembraron en placas de cultivo de 35 mm en medio alfa MEM
suplementado con SFB al 20%, antibidticos, antimicéticos y fueron incubadas a 37°
a una atmosfera de 5 % CO,. El medio fue cambiado cada 3 dias, hasta el
desarrollo de una monocapa celular (Protocolo modificado de Khanna-Jain R y col.,
2012).
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Figura 5. Procedimiento de extraccion de pulpa dental para aislamiento celular.
Tercer molar seccionado (A), procedimiento de extraccion de la pulpa dental (B), técnica de
explante (C) y técnica de digestion enzimética (D).

Tanto en los cultivos de ligamento periodontal como en los de pulpa, una
vez que se formo la monocapa de cultivo primario, las células se liberaron con
tripsina 0,25% y se traspasaron a placas de 60 mm (subcultivo 2) y luego a placas
de 100 mm (subcultivo 3). Finalmente, una vez alcanzada la confluencia del 90-
100% en subcultivo 3, las células se tripsinizaron y cuantificaron con un
hematocitometro o camara de Neubauer previo al inicio de los experimentos.

Tanto los cultivos celulares aislados a partir de ligamento como los aislados
a partir de pulpa, se evaluaron en cuanto a su viabilidad, a su capacidad de
diferenciacion osteogénica y mantencion de sus propiedades luego de

criopreservacion.



30

4.2.4 Ensayos de Viabilidad

La viabilidad celular se evalu6 mediante la utilizaciéon de la coloracion vital de

exclusién con azul de tripan y Ensayo Colorimétrico MTS.

Coloracion vital de exclusion con azul de tripan
El azul tripdn es un colorante azoico utilizado para ensayos de viabilidad que
permite diferenciar células vivas de células muertas. En las células viables que
presentan su membrana intacta no se incorpora el azul de tripan, a diferencia de
aguellas células muertas, en las cuales la tincion si atraviesa la membrana. Al
microscopio optico las células muertas se observan de un distintivo color azul.

El nimero de células se determindé mediante el recuento en hemocitdmetro

(cdmara de Neubauer) y un microscopio 6ptico utilizando la siguiente formula:

N°células / Vol.solucibn= N°células vivas x factor de dilucién x 10.000

N° de cuadrantes contados

Donde:

-El valor del factor de dilucion es 2, debido a que se utiliz6 una mezcla 1:1 de
suspension celular y tincidn azul de tripan.

-El valor del n° de cuadrante es 4.

-El valor de 10.000, es para obtener el nimero de células por ml. Debido a que el

volumen de cada uno de los cuadrantes de la cAmara de Neubauer contiene 0,1pl.

Ensayo Colorimétrico MTS
Se utilizé la técnica de reduccion de MTS para medir la viabilidad celular
segun el kit CellTiter 96 AQueus Non-Radioactive Cell Proliferation Assay, basado

en una modificacion del ensayo de reduccion de MTT (Mosman y col., 1983).

El MTS (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-5-[3-carboximetoxifenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-
tetrazolio) es bioreducido por las células viables a través de las enzimas
deshidrogenasas mitocondriales, en un producto coloreado llamado formazan que

a su vez es soluble en el medio de cultivo y su absorbancia puede ser medida con
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un espectrofotbmetro a una longitud de onda de 492 nm. La absorbancia de este
producto es directamente proporcional a la cantidad de células vivas en el medio
de cultivo (Buttke y cols.,1993).

Para realizar este ensayo, las placas con células se lavaron 1 vez con PBS,
luego se agregd 200ul de alfa-MEM suplementado al 10% SFB junto con una
mezcla del reactivo MTS en una proporcion 20/1 de acuerdo al protocolo del
fabricante del kit. Luego se incubd la mezcla durante 1 hora a una temperatura 37°
C a una atmésfera de 5% CO, y se midié la absorbancia a 492 nm en
espectrofotometro. Cada vez que se realiz6 la medicion se hizo una muestra
blanco, que consistia en un pozo sin células pero con el reactivo MTS.

Inicialmente se debid construir una curva estandar de numero de MSCs
para cada tejido y cada método de cultivo diferente (explante o digestion). Para la
curva estandar, en una placa de 24 pozos se sembraron desde 5.000 a 50.000
células en triplicado en medio alfa-MEM suplementado al 10% con SFB, antibiético
(100 U/ml de penicilina/estreptomicina y 0,25 mg/ml de anfotericina B), y luego se
realizé el protocolo MTS. Una vez obtenido las absorbancias de las mismas, se
construyo la curva Absorbancia v/s N° de células sembradas, curva de calibracion
que se utilizé para interpolar las absorbancias de las muestras.

Para evaluar la viabilidad de las células mesenquimaticas dentales aisladas,
se sembraron 7.500 de estas células en cada pozo en triplicado en medio alfa-
MEM suplementado con 10% de SFB y antibiéticos. El medio fue cambiado cada 3
dias. Se realiz6 el ensayo MTS a los dias 0, 3, 7 y 9 de cultivo y las absorbancias
obtenidas fueron interpoladas en la curva estandar previamente realizada segun

tejido y método de cultivo.
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4.2.5 Diferenciacion Osteogénica

Las células obtenidas se cultivaron en un medio osteogénico a base de alfa-
MEM suplementado SFB al 10 %, 100 nM de dexametasona, 10 mM @3-
glicerofosfato, 50 pug/ml acido ascorbico, 100 U/ml de penicilina/estreptomicina y
0,25 mg/ml de anfotericina B, con el fin de diferenciar las células al linaje
O0seo/cemento con produccion de nédulos de mineralizacién in vitro. (Rodriguez,
JP y cols., 2004; Seo y cols., 2004; Xu y cols., 2009)

La dexametasona estimula la proliferacion de las MSCs y permite la
diferenciacion a un linaje 6seo, B-glicerofosfato es un fosfato organico que da un
soporte a la osteogénesis mediante el control de la mineralizacién y la actividad de
los osteoblastos y el acido ascérbico desempeiia un papel en el incremento de la

actividad de la fosfatasa alcalina y promueve la produccién de osteocalcina.

El medio osteogénico se cambié cada 3 dias, hasta completar 14 dias,
tiempo maximo del ensayo. El grado de diferenciacion osteogéncia se evalud por
medio de la actividad enzimatica de fosfatasa alcalina, ensayo NBT/BCIP,
deteccion de depositos de calcio mediante tincion de rojo alizarin, RT-PCR, y por

la deteccion de ndodulos de mineralizacion mediante microscopia SEM-EDX.

Actividad de Fosfatasa Alcalina (ALP)

La fosfatasa alcalina es una enzima que cataliza la hidrdlisis del p-
nitrofenilfosfato (p NPP) a pH 10,4 liberando p-nitrofenol y fosfato. La formacion
del p-Nitrofenol se determiné fotométricamente y fue proporcional a la
concentracion catalitica de fosfatasa alcalina en la muestra ensayada. Una vez
producida la reaccion, el producto fue medido en un espectrofotometro a 492nm.
Para esto, se sembraron 18.000 células por pozo, en placas de 24 (pozos) y una
vez que se alcanzo la confluencia se agrego el medio osteogénico a 12 pozosy a
los restantes se dejaban como controles en alfa-MEM, ambos suplementados con
10%SFB, 100 U/ml de penicilina, 100 pug/ml de estreptomicina y 0,25 ug/ml de
anfotericina B .Las muestras fueron lavadas con PBS 1X y el medio fue cambiado
cada 3 dias (Regl y cols., 2002; Rodriguez y cols., 2004).

Las mediciones de la actividad ALP se hicieron a distintos intervalos de

tiempo por un periodo de 8 dias, evaluando al dia 0, 3,6 y 8.
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Ensayo NBT/BCIP

La combinacion de NBT (cloruro de tetrazolio nitro-azul) y BCIP (5-bromo-4-
cloro-3-indolyphosphate sal de p-toluidina) produce un intenso precipitado
insoluble, negro-purpura cuando se hace reaccionar con fosfatasa alcalina. Este
sustrato insoluble puede ser observado con microscopia Optica y la intensidad de
este serd proporcional a la cantidad de fosfatasa alcalina de la muestra.

Para este ensayo se sembraron 40.000 células por placas de 35 mm,
considerando una muestra control y una diferenciada. Una vez alcanzada la
confluencia se procedié a adicionar medio osteogénico a la muestra diferenciada y
se mantuvo con alfa-MEM la muestra control, ambas muestras suplementada con
10%SFB, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 0,25 ug/ml de
anfotericina B. El medio fue cambiado cada 3 dias.

El dia 8 las muestras se fijaron con ETOH/formaldehido (9:1) bajo campana
de flujo durante 1 minuto, luego se lavaron con TBS 3X veces y se procedi6 a
agregar la mezcla de NBT/BCIP .Se incubo durante 1 hora a 37° de temperatura,
5% CO; a la oscuridad. Luego se lavaron 2 veces y se procedié a observar las

placas al microscopio electrénico (Seo y cols., 2004; Kuznetsov y cols., 2009).

Establecimiento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

El ensayo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC), se utiliz6 para evaluar la
capacidad proliferativa y clonogénica de las células troncales mesenquimales en
cultivo (Figura 6). Este ensayo consiste en sembrar células a densidades celulares
muy bajas comparable con los ensayos de dilucion clonal. Para esto, se
sembraron 80 células en una superficie de 56,7 cm? en 2 placas; una control y una
con medio osteogénico para las muestras de los diferentes tejidos (ligamento y
pulpa) y diferentes métodos de cultivo.

Inicialmente ambas muestras fueron cultivadas en alfa-MEM suplementado
con 20%SFB y antibioticos, y una vez formada las colonias en ambas placas se
procedié a diferenciar con medio osteogénico. La placa control se dej6 en el
mismo medio en el que inicialmente se cultivd. Finalmente, después de 8 dias, las
células se fijaron y fueron tefiidas con NBT/BCIP para evaluar el nimero de UFC

con presencia de actividad de fosfatasa alcalina, presentes en cada placa (Seo y
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cols., 2004; Kuznetsov y cols., 2009).

Figura 6. Imagen de una Unidad formadora de Colonia DPSCs tefida y visualizada al
microscopio optico. (Wang y cols., 2012).

Depositos de cristales de calcio por tincion Rojo alizarin.

La presencia de nddulos de mineralizacion en presencia de medio
osteogénico se determino por medio de la tincién con rojo alizarin.

El rojo alizarin o alizarina es un ensayo bioquimico utilizado para medir en
forma cualitativa mediante colorimetria la presencia de depdsitos de cristales de
calcio de una linea osteogénica. Los cristales de hidroxiapatita de calcio (Cajg
[PO4)6-[OH]2) y otros cristales de fosfato de calcio, se disponen en cumulos
pequefios o grandes pleomorficos que llegan a medir entre 0,5-10um. Tienen
gran avidez por el colorante rojo alizarin, el cual se une al calcio y otros cationes.

Las células de las muestras fueron cultivas en medio osteogénico,
suplementado con 10% SFB, antibioticos y antimicéticos durante 14 dias. Se
lavaron con PBS y el medio se cambid cada 3 dias. Una vez cumplido el tiempo
de cultivo, las células fueron lavadas dos veces con PBS vy luego se fijaron con
etanol al 70% en frio por 30 minutos. Luego se adicion6 rojo de Alizarin al 0,2%
previamente disuelto en NaH,PO,4 0,01M (pH 4,3) sobre las placas y se incubé
por 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se lavaron las placas 5 veces

con agua bidestilada y luego con PBS durante 10 minutos. Los depdsitos de
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calcio presentes se observan de rojo intenso al microscopio Optico. (Hiruma y
cols., 1998; Seo y cols., 2004).

Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-

PCR).

Placas de 35 mm fueron sembradas con 40.000 células. Una vez que
alcanzaron la confluencia, se diferenciaron con MO como se describio
anteriormente por 24 horas (placa diferenciada) y la placa control se cultivdé con
medio alfa-MEM, suero al 10%, antibi6ticos y antimicoticos. Al tiempo indicado, las
placas fueron lavadas dos veces con PBS y se le agreg6 1 ml del reactivo Trizol.

El RNA total se obtuvo de acuerdo al protocolo del fabricante y fue
cuantificado espectrofotométricamente. El DNA complementario (cDNA) se obtuvo
de acuerdo al siguiente protocolo: 1ug de RNA se sometid a una reaccion de
transcriptasa reversa con M-MLV Reverse Transcriptase segun el siguiente
programa de PCR; 5 min a 70°C, 1 hora 'y 30 min a 42°C y 15 min a 70°C y el
cDNA obtenido de la reaccion se cuantificO espectrofotométricamente. Para las
reacciones de PCR se utilizé 1,5 pl de cDNA, en un volumen total de 20 pl.

Se evalub la expresién de los siguientes genes osteogénicos Runx-2 vy
Osterix (Osx); se us6 como control de carga la expresion del gen de la subunidad
ribosomal 18S (Tabla 1).

Finalmente los productos de PCR fueron corridos en geles de agarosa al 1% y

tefidos con bromuro de etidio.

Tm
Genes | Forward Reverse °C
5'-GGACACGGACAGGATTGACA- [ 5-GGACATCTAAGGGCATCACAG-
18S 3 3 64
5'_
AACCCCCAGCTGCCCACCTACC-|5-
OSX 3 GACGCTCCAGCTCATCCGAACG-3’ 62
5'- 5"-AGGGAGGGCCGTGGGTTCTG-
RUNX2 | TTGTGGGCCGGAGTGGACGA-3" |3 57

Tabla 1. Partidores utilizados en la amplificaciéon de RT-PCR.

Partidores para amplificar los transcritos de los genes indicados, con las condiciones de
TM correspondientes
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Deteccion de nddulos de mineralizacion mediante microscopia SEM.

Se sembraron 20.000 células por pozo en placas de 35 mm, considerando
la presencia de una muestra control y una diferenciada. Una vez alcanzada la
confluencia de 70-80% se colocé el medio osteogénico a la muestra diferenciada
suplementada con 10%SFB, antibioticos y antimicéticos. La muestra control se
mantuvo con medio alfa- MEM, suero al 10%, antibidtica y antimicéticos. Se
lavaron con PBS y se cambi6 el medio cada 3 dias. Luego de los 14 dias que
dur6 el ensayo, las muestras fueron fijadas en glutaraldehido al 2,5% vy
deshidratadas gradualmente con etanol, para luego ser secadas en CO;
supercritico. Posteriormente fueron cubiertas con oro-paladio y visualizadas en el

microscopio electrénico de barrido.

4.2.6 Criopreservacion de las Células Obtenidas.

Las células madre mesenquimaticas que fueron obtenida a partir del
ligamento periodontal humano y pulpa fueron criopreservadas utilizando SFB al
90% y dimetilsulféxido 10%. La temperatura fue disminuida gradualmente usando
un ascensor de descenso controlado (Handi-Freeze, freezing tray) adaptado al
tanque de nitrégeno hasta su mantenimiento definitivo en nitrdgeno liquido a una
temperatura de -195°C (Freshney, 1987; Seo y cols., 2005). Posterior al periodo
de criopreservacion de 4 semanas, las células descongeladas se cultivaron con
alfa-MEM, suero al 10%, antibiotica y antimicoticos durante 7 dias El medio se
cambio cada 3 dias.

Finalmente se comprobd su viabilidad con la tincién de exclusion azul de tripan.



37

4.3 Analisis estadistico.

Se realiz6 prueba estadistica de Kolmogorow- Smirnov y Shapiro Wiks (inferior
a 30 casos) para comprobar la normalidad de la distribucion. Asumiendo que la
distribucion es normal, se aplica de test de ANOVA con post-test de Bonferonni,
para ver diferencias de medias entre los grupos a los diferentes dias, segun sea el
caso. Se utiliza un nivel de significancia de 95% (p<0.05%). Esto fue aplicado para
los ensayos de viabilidad por tincion de exclusion azul de tripan y MTS, y para el
ensayo de diferenciacion osteogénica por la medicion de la actividad de ALP. Se

uso el programa Statistical Product and Service Solutions (SPSS)
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5. Resultados

5.1 Aislamiento de células madre de tejidos dentales.

En las Figuras 7 y 8 se muestran imagenes de microscopia optica de las
células madre aisladas desde ligamento y pulpa, respectivamente. Se puede
observar que tanto en las células obtenidas de pulpa como de ligamento
periodontal, la cantidad de células cultivadas aumenta a medida que aumenta el
tiempo de incubacion.

En ambos tejidos se observa que al utilizar la técnica de aislamiento por
explante existe, inicialmente, una pequefia cantidad de células que proviene del
tejido, a diferencia de la técnica de digestion donde la densidad celular inicial es
mayor.

En cuanto a la morfologia celular, se puede observar en las Figuras 7 y 8 que
tanto las PDLSCs como las DPSCs presentan apariencia fibroblastoide, con una
leve diferencia en el tamafio celular donde las DPSCs son més pequefas. En
relacion a las PDLSCs no se observan diferencias entre ambas técnicas de
aislamiento. En las Figuras 8A y 8D se muestra que las DPSCs (cultivo primario)
obtenidas por digestion son células mas pequefias, romboidales y con menos
prolongaciones fibroblasticas, comparado con una morfologia mas alargada de las
DPSCs obtenidas por digestion. Estas diferencias son casi imperceptibles en las

imagenes de cultivos secundarios y terciarios.
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Figura 7. MSCS ligamento observadas por microscopia 6ptica. MSCS ligamento
aisladas mediante método de explante Subcultivo 1(A-B), Subcultivo 3 (C), PDLSCs
aislada mediante método digestion enzimatica subcultivo 1(D), subcultivo 7 (E) y
subcultivo 3(F).
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Figura 8. MSCS pulpa observadas por microscopia Optica. MSCS pulpa aisladas
mediante método de explante Subcultivo 1 (A-B), Subcultivo 3 (C), DSCs aislada
mediante método digestion enzimatica subcultivo 1 (D-E) y subcultivo 3 (F).
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5.2 Viabilidad celular

5.2.1 Tincion de exclusion Azul Tripan.

En la Figura 9 se muestra el porcentaje de viabilidad celular de pulpa y
ligamento para sus dos métodos de aislamiento, en el dia 7 de cultivo con sus
respectivas barras de error. Todas las muestras mostraron un porcentaje de
viabilidad celular cercano al 90%, sin existir un tejido que presente diferencias
significativamente mayores en relacion a todos los grupos evaluados. A pesar de
esto la muestra de pulpa digestion presenta mayores valores de viabilidad que las
muestras de ligamento para ambos métodos de aislamiento y a su vez, la muestra
de pulpa explante solo es estadisticamente mayor que ligamento digestion
(p<0.005).
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Ligamento explante Ligamento digestién  Pulpa explante Pulpa digestion

Figura 9. Viabilidad celular de PDLSCs y DPSCs mediante técnicas de explante y
digestion. Las células fueron cultivadas durante 7 dias con alfa-MEM, 10% SFB,
antibidticos y antimicoticos. Las barras representan el promedio de 3 muestras
independientes en duplicado. Los corchetes simbolizan la desviacién estandar. (*p<0.05)
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5.2.2 Viabilidad Celular segun MTS

La Figura 10, se grafica el nUmero de células obtenida a los diferentes tiempos
de cultivo para las PDLSCs y DPSCs para sus dos métodos de aislamiento, con
sus respectivas barras de error.

Al inicio (dia 0) la mayor cantidad de células es alcanzada por la muestra
de ligamento explante. Para este mismo tiempo, las muestras de ligamento
periodontal obtiene los maximos valores, en comparaciéon con las células
obtenidas de pulpa dental, para ambas técnicas de aislamiento (p<0.05). A partir
del dia 3, las poblaciones celulares de las muestras de pulpa dental presenta un
mayor numero de células, comparado con las de ligamento para las dos técnicas
(p<0.05). A su vez para este mismo tiempo, la muestra de ligamento presentan
diferencias significativas segun el método de aislacion utilizado (p<0.05). A partir
dia 7, se observan diferencia en ambos tejidos en relacibn a la técnica de
aislamiento. Las MSCs obtenida de pulpa mediante el método de digestion
alcanza mayores valores, y por el contrario las MSCs provenientes pulpa explante
los menores. (p<0.05)

Al dia 9 el método de aislamiento por digestion, tanto para ligamento como
para pulpa fueron las condiciones en que alcanzaron un mayor nimero de células
(p<0.05)
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Figura 10. Viabilidad celular medida con MTS PDLSCs y DPSCs.

Las células fueron cultivadas durante 0, 3,7 y 9 dias con alfa-MEM, 10% SFB, antibiéticos
y antimicoticos. Las barras representan el promedio de 3 muestras independientes en
triplicado. Los corchetes simbolizan la desviacion estandar. Se indica la estadistica en
relacion a la muestra pulpa digestion, para cada dia. (*p<0.05)

5.3 Diferenciacion.

5.3.1 Actividad de Fosfatasa Alcalina.

En las Figuras 11 y 12 se observan los resultados obtenidos para cada
muestra en forma independiente, de la actividad de ALP en funcion del tiempo con
sus respectivas barras de error. En general a partir del dia 3, todas las MSCs
aisladas y cultivadas en medio osteogénico presentan una mayor actividad de
fosfatasa alcalina comparado con los controles, a excepcion de la muestra pulpa
explante (p<0.05).

Las PDLSCs aisladas por la técnica de explante y con medio de
diferenciacion presentan mayor actividad de ALP a partir del dia 7 con respecto a
las controles (Fig. 11A), diferencia que se mantiene hasta el final del cultivo
(p<0.05). Para la técnica de digestion enzimatica (Fig.11B), a todos los tiempos
evaluados las muestras diferenciadas tienen una mayor actividad de fosfatasa

alcalina, en comparacién con las muestras controles (p<0.05).
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Figura 11. Actividad de Fosfatasa alcalina PDLSCs-explante (A) y PDLSCs-
digestion (B). Las células fueron cultivadas durante 0, 3,6 y 8 dias con medio basal o
diferenciado. Las curvas representan el promedio de 3 muestras independientes en
duplicado. Los corchetes simbolizan la desviacion estandar. Se indica la estadistica entre
las condiciones control y diferenciada, para cada dia. (*p<0.05)

En la Figura 12, las muestras diferenciadas de DPSCs para ambos

métodos de aislaciébn obtuvieron mayores valores de actividad de fosfatasa
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alcalina a partir del dia 4 en relacidon a las muestras controles (sin medio de

diferenciacion), manteniéndose esta diferencia hasta el dia 8.
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Figura 12. Actividad de Fosfatasa alcalina DPSCs-explante (A) y DPSCs-digestion
(B). Las células fueron cultivadas durante 0, 3,6 y 8 dias con medio basal o diferenciado.
Las curvas representan el promedio de 3 muestras independientes en duplicado. Los
corchetes simbolizan la desviacion estandar. Se indica la estadistica entre las condiciones

control y diferenciada, para cada dia. (*p<0.05)

En la Figura 13, se comparan la actividad de la fosfatasa alcalina en

funcidén del tiempo de las muestras diferenciadas de los diferentes tejidos y sus
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técnicas de aislamiento, con sus correspondientes barras de error. Al dia 0, las
muestras de pulpa presentan una actividad de ALP estadisticamente mayor que
las muestras de ligamento, tanto para la técnica de explante como de digestion
enzimatica (p<0.05) Al dia 3 de diferenciacion, la muestra de pulpa presentan la
mayor actividad enzimatica comparado con las otras muestras. A partir del dia 6,
la muestra de pulpa obtenida por digestién es la muestra que logra los mayores
niveles de actividad manteniéndose esta diferencia hasta el final del cultivo.

Para las PDLSCs en el dia 8, no hay diferencias en cuanto a la actividad de

ALP segun el método de asilamiento que se utilice (p<0.05).
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Figura 13. Actividad de fosfatasa Alcalina en presencia de medio osteogénico para
PDLSCs y DPSCs. Las células fueron cultivadas durante 0, 3,6 y 8 dias con medio
osteogénico. Las barras representan el promedio de 3 muestras independientes en
duplicado. Los corchetes simbolizan la desviacion estandar. Se indica la estadistica en
relacion a la muestra pulpa digestion, para cada dia (*p<0.05)

5.3.2 Tincién NBT

En la Figura 14 se observan las imagenes, obtenidas mediante
microscopia Optica, de la fosfatasa alcalina utilizando de la tincion NBT, en las

muestras obtenidas bajo diferentes condiciones. Después de 7 dias, todas las
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muestras diferenciadas mostraron actividad de fosfatasa alcalina, evidenciada por
una tincion parpura de las células. Las muestras controles no exhiben actividad de
fosfatasa alcalina. Al evaluar las técnicas de aislamiento aparentemente segun lo
observado, no existiria diferencias entre la técnica de explante y de digestion, para
ambos tejidos.

II: ‘
A

B i
e
LS

Figura 14. Imagenes de MSCS ligamento y pulpa tefiidas con NBT luego de 7 dias de
diferenciacion. Células obtenidas de ligamento periodontal por técnica de explante sin
medio de diferenciacién (A) y en medio osteogénico (B y C), por técnica de digestion sin
medio de diferenciacion (D) y en medio osteogénico (E y F). Células obtenidas de pulpa
dental por técnica de explante sin medio de diferenciacion (G) y en medio osteogénico (H
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e I), por técnica de digestién sin medio de diferenciacién (J) y en medio osteogénico (Ky
L).

5.3.3 Unidad formadora de colonias (UFC)

Se evalu6 la cantidad de unidades formadoras de colonias (UF) de
muestras obtenidas de ligamento y pulpa periodontal, para la técnica de explante y
digestion enzimatica. Las UFC se diferenciaron durante 7 dias y luego fueron
tefiidas con NBT. En la Tabla 2 se muestra la cantidad total de colonias formada
por cada tejido, tanto en su variable control y diferenciada. No se observan
diferencias significativas en el nimero total de colonias que se obtienen de ambos
tipos de tejidos, independiente de la técnica de aislamiento utilizada. En las
Figuras 15 y 16 se puede observar que todas las muestras diferenciadas tienen
mayor cantidad de UFC con tincibn positiva para fosfatasa alcalina en
comparacion con las muestras controles. Al cuantificar el nimero de colonias
fosfatasa positiva, se observa que para el caso del ligamento y, al usar la técnica
de digestiébn enzimatica, el porcentaje de colonias positivas es mayor comparada
con el método de explante (Figura 15). Para el caso de la pulpa dental, al usar la
técnica de digestion enzimética se obtiene un mayor porcentaje de colonias
positivas en comparacion del método de explante (Figura 16).

Al comparar los resultados de ambos tejidos, la mayor cantidad de colonias
fosfatasa alcalina positiva la obtuvo con la muestra de pulpa dental aislada por
digestion enzimatica con el 95% de colonias tefidas, en comparacién con la
muestra de ligamento aislada por digestion enzimética que solo alcanz6é un

porcentaje de 83% de colonias tefildas con NBT.
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Muestra N° Total de N° Colonias N° Colonias
Colonias tefidas No tefiidas

Ligamento explante 39 23 16
(control)
Ligamento explante 44 30 14
(diferenciacion)
Ligamento digestion 50 22 28
(control)
Ligamento digestion 47 39 8
(diferenciacion)
Pulpa explante 50 32 18
(control)
Pulpa explante 57 50 7
(diferenciacion)
Pulpa digestion 48 21 27
(control)
Pulpa digestion 66 63 3

(diferenciacion)

Tabla 2. Cantidad de UFC formadas por PDLSs y DPLs, para su muestra control y
diferenciada. Se indica la cantidad de UFC totales formadas para cada tejido y la
cantidad de colonias que fueron no tefiidas/ tefiidas con NBT. (n=1)
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Figura 15. Imagenes de UFC MSCs ligamento y sus correspondientes gréaficos.

Las células fueron cultivadas durante 7 dias con medio basal o diferenciado. Imagenes
UFC ligamento explante (A); muestra control (1) y muestra diferenciada (2). Imagenes
UFC ligamento digestion (B); muestra control (1) y muestra diferenciada (2), luego de 7
dias con MO vy tefiida con NBT, con sus correspondientes graficos colonias tefiidas
/colonias no tefiidas. (n=1)

[ notefidas 0 tefidas Cno teitidas mC teridas Cnotefiidas ®C tefiidas Cnu lefiivas  mC Lefiidas

Figura 16. Imagenes de UFC MSCs pulpa y sus correspondientes graficos.

Las células fueron cultivadas durante 7 dias con medio basal o diferenciado. Imagenes
UFC pulpa explante (A); muestra control (1) y muestra diferenciada (2),
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Imagenes UFC pulpa digestion (B); muestra control (1) y muestra diferenciada (2), luego
de 7 dias con MO vy tefiida con NBT, con sus correspondientes graficos colonias tefiidas
/colonias no tefiidas. (n=1)

5.3.4 Deposito de calcio por tincion rojo alizarin

En la Figura 17 se muestran las imagenes, obtenidas mediante
microscopia Optica, del depésito de calcio por los diferentes tipos muestras,
evidenciados por tincion de rojo alizarin. Después de 14 dias, todas las muestras
diferenciadas mostraron depdsitos de cristales de calcio representados por
tinciones rojas intensas, a diferencia de las muestras controles. A ese mismo
tiempo, las muestras sin diferenciar no muestran depdsito de cristales de calcio.

En relacibn a la produccion de mineral, podemos observar que
aparentemente no hay diferencias si comparamos las imagenes obtenidos por
ligamento y pulpa. En relacion a los metodos de aislamiento, la técnica de
explante al parecer, muestra mayor cantidad de depdsito de cristales comparado

con la técnica de digestion tanto para ligamento como para pulpa dental.
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Figura 17. Imagenes de MSCs ligamento periodontal y pulpa, tefiidas con rojo
alizarin luego de 14 dias de diferenciacion. Células obtenidas de ligamento periodontal
por técnica de explante sin medio de diferenciacion (A) y en medio osteogénico (B y C),
por técnica de digestion sin medio de diferenciacion (D) y en medio osteogénico (E y F).
Células obtenidas de pulpa dental por técnica de explante sin medio de diferenciacion (G)
y en medio osteogénico (H e I), por técnica de digestion sin medio de diferenciacion (J) y
en medio osteogénico (Ky L).
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5.3.5 Expresion de genes osteogénicos.

Se estudié la expresién temprana de dos genes relacionados con la
diferenciacion osteogénica Runx2 y OSX, luego de 24 horas de cultivo en medio
osteogénico. Los resultados de la intensidad de los genes en estudio, se
normalizaron con respecto la intensidad del gen 18s.

En las Figuras 18 y 19 se observan los resultados obtenidos de muestras
analizadas de ligamento y pulpa para la expresion de los genes mencionados.
Todas las muestras diferenciadas aumentaron su expresion al ser comparado con
las muestras control.

En ligamento periodontal, para los dos métodos de aislamiento utilizados, el
gen gue tuvo mayor expresion fue OSX y tanto en explante como en digestion la
intensidad de expresion para ambos genes fue similar (Figura 18). Al analizar los

resultados obtenidos de las muestras de pulpa.
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Figura 18. Expresion de genes tempranos osteogénico en PDLSCs.
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Las células se cultivaron 24 horas en medio de diferenciacion osteogénico. Se midio la
expresion de Runx2 y OSX durante este tiempo tanto para una muestra diferenciada
como para una muestra control (medio basal). Los resultados obtenidos fueron graficados
a partir de la intensidad obtenida para el gen, normalizada contra el endégeno (gen 18s)
para PDLSCs-explante (A) y PDLSCs- digestion (B). (n=2)
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Figura 19. Expresion de genes tempranos osteogénico en DPSCs.

Las células se cultivaron 24 horas en medio de diferenciacion osteogénico. Se midio la
expresion de Runx2 y OSX durante este tiempo tanto para una muestra diferenciada
como para una muestra control (medio basal). Los resultados obtenidos fueron graficados
a partir de la intensidad obtenida para el gen, normalizada contra el endégeno (gen 18s)
para DPSCs-explante (A) y DPSCs-digestion (B). (n=2)

5.3.6 Andlisis por microscopia electronica de barrido.

En las Figuras 20 y 21 se muestras imagenes obtenidas de microscopia
electrénica de barrido SEM, de muestras cultivadas en medio osteogénico durante
14 dias. En todas las muestras analizadas hay presencia de nédulos de

mineralizacion, siendo estos mayor en las muestras obtenidas de pulpa dental
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(Figura 20) en comparacion con las de ligamento periodontal (Figura 21). Al
comparar entre los métodos de aislamiento, se puede observar que en ligamento
periodontal la cantidad de cristales y tamafio de los mismos es mayor cuando las
células se obtienen por el método de digestion enzimatica. En el caso de la pulpa
dental, la cantidad de cristales es similar para ambos métodos de aislamiento,

aparentemente un poco mayor para explante.

En cuanto al tamafio de las agrupaciones de cristales, en las muestras
obtenidas de pulpa se observan cristales mas grandes (8 pm x 6 um / 10 um x 14

pm), que los observados en las muestras de ligamento (3 um x 2.5 /4.5 pm x2um).

Figura 20. Microscopia SEM de PDLSCs.

Las células fueron cultivadas durante 14 dias con medio basal o diferenciado. Imagenes
obtenidas de PDLSCs aisladas mediante el método de explante (A-B-C), imagenes
obtenidas de PDLSCs- digestion (D-E-F), después de 14 dias de diferenciacion con medio
osteogénico. (n=2)
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Figura 21. Microscopia SEM de DPSCs.

Las células fueron cultivadas durante 14 dias con medio basal o diferenciado. Imagenes
obtenidas de DPSCs aisladas mediante el método de explante (A-B-C), imagenes
obtenidas de DPSCs aisladas mediante el método de digestién enzimatica (D-E-F),
después de 14 dias de diferenciacion con medio osteogénico. (n=2)

5.4 Criopreservacion

En la Figura 22 se observa la viabilidad celular de las muestras que fueron
sometidas a criopreservacion durante 4 semanas. Todas las muestras obtuvieron
valores cercanos al 85%, siendo las de pulpa aquellas que presentan mayores
porcentajes de viabilidad en relacion a las muestras obtenidas de ligamento, para
ambas técnicas de aislamiento (p<0.05).

Adicionalmente se compara la viabilidad celular obtenida previa al proceso
de criopreservacion y posterior a este. Las diferencias entre los valores de
viabilidad no fueron estadisticamente significativos para todos los tejidos, a

excepcion de la muestra de pulpa digestion (p<0.05).
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Figura 22. Viabilidad PDLSCs y DPSCs valores obtenidos antes y después de la
criopreservacion.

Las células fueron cultivadas 7 dias previos al proceso de criopreservacion y luego de 4
semanas después de la criopreservacién con alfa-MEM, 10% SFB, antibiéticos y
antimicoticos. En ambos casos se midi6 la viabilidad con Tincién de exclusién azul de
tripan. Las barras representan el promedio de muestras independientes en duplicado. Los
corchetes simbolizan la desviacion estandar (* p<0.05).
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6. Discusion

El aislamiento y cultivo de células madre a partir de tejidos dentales es un
pilar de gran importancia en la Ingenieria de Tejidos. Se han estudiado diferentes
fuentes de obtencidén de células madre a partir de tejidos dentales, entre los que
se encuentra pulpa dental de dientes permanentes y dientes temporales, foliculo
dental, ligamento periodontal y papila apical radicular. Sin embargo, pocos
estudios han comparado y definido qué tejido presenta mejores caracteristicas
para ser utilizado en terapias regenerativas. Con este fin en este trabajo se
evaluaron y compararon las caracteristicas de viabilidad y capacidad de
diferenciacion osteogénica de PDLSCs y DPSCs de terceros molares incluidos.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el aislamiento por digestion
enzimatica y explante, aplicado tanto a tejido de pulpa dental como también de
ligamento periodontal resultan en valores de viabilidad cercanos al 90% por lo que
representan una forma efectiva de obtencion de células para cultivo (Figura 9). Sin
embargo, al momento de su extraccion una de las ventajas que presenta la
obtencion de tejido pulpar por sobre la obtencion de ligamento periodontal, es la
mayor cantidad de tejido que es posible obtener a partir del primero. El ligamento
periodontal recolectado desde los terceros molares extraidos es de una menor
masa y volumen que la pulpa, y su cantidad es variable entre los pacientes
llegando incluso a ser minimo en algunas muestras. Esto se puede atribuir a que
el ligamento periodontal alcanza su maduracion y el mayor engrosamiento de sus
fibras una vez alcanzada la oclusién funcional. La cantidad de este tejido de
soporte en los molares incluidos es dependiente de la actividad proliferativa de los
fibroblastos presentes al momento de la extraccion, sin alcanzar los valores
fisiolégicos de 0,2 mm maximos en las piezas erupcionada (Infante C, 2009).

En cuanto a la morfologia celular, ambas poblaciones celulares adoptan
una morfologia fibroblastoide con prolongaciones citoplasmaticas alargadas
alineadas y organizadas en monocapas, tal como se ha reportado en la literatura.
(Macedo L y cols., 2010). Entre ambos tejidos hay una leve diferencia en el
tamafio celular que podria explicar la mayor cantidad de DPSCs obtenidas en las
pruebas de viabilidad. Se han reportado en la literatura diferencias morfolégicas

segun el método de aislamiento para DPSCs, en donde se describe una
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morfologia variada en los cultivos primarios la que no se mantiene en los
subcultivos posteriores (Macedo L y cols.,, 2010). Esta observacién fue
corroborada en este estudio, ya que las DPSCs de cultivo primario presentaron
diferencias en la morfologia celular dependiendo si se tratara del método por
explante o digestion enzimatica. Esto se debe probablemente a que las células
obtenidas por el método de explante emergen del tejido adherido a la placa a
través de un proceso de migracion celular, en contraste con la digestion
enzimatica que logra la obtencion celular producto de la degradacion del tejido.
Estas diferencias no se observaron en ligamento, donde los protocolos de
digestion enzimética aplicados fueron menos agresivos; utilizando menor cantidad
de enzima y durante menor tiempo de incubacién. Se utiliza este protocolo para
digestion enzimatica en pulpa dental, debido a que es un tejido obtenido en mayor
cantidad, que presenta mayor dureza y por lo tanto su degradacion es mas dificil
de alcanzar en un tiempo determinado al ser comparado con el ligamento
periodontal. Lo indicado anteriormente podria explicar una menor digestion
enzimatica para ligamento, que no provoco tales diferencias morfolégicas.

Al analizar el tiempo de proliferacion celular del cultivo primario, era
esperable por lo descrito en la literatura que la técnica de explante tuviese una
velocidad de proliferacion inicial menor que la técnica de digestion enzimatica (Xu
S y cols., 2009). Ratificando lo anterior, las muestras obtenidas por explante de
ligamento y pulpa formaron la monocapa inicial en un periodo de 3 semanas a
diferencias de los tejidos que fueron tratados con digestion enzimatica en que la
monocopa alcanzo igual confluencia a las 2 semanas, tal como ha sido reportado
en otro trabajo (Martinez C, 2010). Al analizar la viabilidad celular en periodos de
tiempos mayores (9 dias) el método por aislacion mediante digestion enzimatica
sigue presentando mayor cantidad de células que el método de explante (Figura
12). Otros estudios presentan resultados similares aun comparando ambos
métodos luego de un periodo de cultivo de 2 semanas (Huang y cols., 2006).
Destaca en los resultados que la muestra de pulpa explante es aquella que
obtiene menor cantidad de células al finalizar el cultivo.Esto podria ser atribuido a
un mayor tamafio de estas células que permitiria que se alcanzara la confluencia
en menor tiempo y con un menor numero de células. La existencia de un contacto

intimo celular genera inhibicion de la proliferacion y/o crecimiento. De esta forma,
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las células entran en una fase estacionaria del crecimiento de forma mas
temprana comparada con las otras células analizadas, generada por un valor
constante del nimero de células a medida que la tasa de crecimiento de las
células se iguala con la tasa de muerte celular.

Una de las caracteristicas de las células madre es su potencial de
renovacion, habilidad que permite la generacion de copias idénticas de si misma a
través de divisiones mitéticas (Bash D y cols., 2004; Mori G y cols., 2009; Zhang Z.
2011). Las poblaciones de PDLSCs y DPSCs demostraron tener esta capacidad
de renovacion, analizada por la propagacion in vitro a través de las unidades
formadoras de colonias (Tabla 2). Todas las muestras obtenidas de DPSCs,
principalmente por la técnica de digestion presentan un mayor perfil de expansion
y por lo tanto una mayor capacidad de renovacion.

Se investigo el potencial de diferenciacion osteogénica en el subcultivo 3 de
PDLSCs y DPSCs, a través del cultivo con medio suplementado con
dexametasona, fosfatos inorganicos y acido ascorbico con el fin de inducir la
mineralizacion in vitro (Gronthos y cols., 2000). La fosfatasa alcalina es
ampliamente utilizada como marcador osteogénico, ya que se encuentra de forma
abundante en los osteoblastos y se eleva durante la formacion temprana de
hueso. La presencia de esta enzima por lo tanto, es indicativa de diferenciacion
osetoblastica (Molina C, 2003). Se ha estudiado la importancia de esta enzima en
ratones knock out, donde los osteoblastos son capaces de diferenciarse
normalmente pero no son capaces de iniciar la mineralizacién in vitro (Orimo H,
2010). Al analizar la poblacion de células fosfatasa alcalina positivas presentes en
ambos cultivos diferenciados, se observo la presencia de un grupo celular
heterogéneo en cuanto al grado de actividad de este marcador. Las muestras de
digestion, principalmente la DPSCs, presentan mayor actividad enzimatica
explicada por la presencia de células osteoprogenitoras secretoras de matriz
mineralizada aun desorganizada e inmadura. En los tiempos iniciales de cultivo,
las muestras controles de ambos tejidos también presentan una actividad de
fosfatasa alcalina positiva. Esto indicaria que las MSCs de origen dental no solo
presentan células multipotentes, sino que ademds, distintas subpoblaciones con
diferente potencial de diferenciacion. Caracteristica que ya ha sido descritas para

las células mesenquimaticas y hematopoyéticas obtenidas de médula 6sea (Bask
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Dy cols., 2004).

Adicionalmente, la tincibn NBT muestra de forma cualitativa la actividad de
esta enzima después de 7 dias de diferenciacion, que como era de esperar, por
los resultados anteriores, todas las muestras diferenciadas fueron tincidon positiva.
Mediante el ensayo de UFC se demostro que para la poblacion obtenida de pulpa-
digestidn, existe una mayor cantidad de colonias capaces de generar precursores
osteoblasticos positivos a la tincion NBT (Figura 16). Los resultados en el ensayo
de UFC muestran diferencias significativas en la actividad de la ALP entre los
tejidos y técnicas de aislamiento, que no fueron observadas al medir esta misma
actividad de la ALP mediante su absorbancia.

Tanto las PDLSCs y las DPSCs mostraron nédulos positivos a la tincion rojo
alizarin indicativo de la acumulacién de cristales de calcio in vitro después de 14
dias de diferenciacion (Figura 17). Aunque en un estudio anterior (Seo B y cols.,
2004), con esta misma técnica reportan diferencias en el depdsito de matriz
mineralizada entre PDLSCs y DPSCs, en el presente trabajo ambas muestras no
presentaron diferencias significativas. Sin embargo, mediante el analisis de la
presencia de ndédulos de matriz mineralizada mediante imagenes SEM se
comprobaron diferencias importantes (Figuras 20 y 21). En concordancia con los
resultados obtenidos en la actividad de ALP, las muestras de DPSCs presentan
mayor cantidad de nédulos de mineralizacion y por conclusion mayor cantidad de
osteoblastos maduros. Los primeros nodulos de mineralizacion ocurre cuando los
osteoblastos concentran calcio y fosforo en su interior, que posteriormente,
eliminan a través de vesiculas para precipitar sales de fosfato de calcio y asi
iniciar la formacién de cristales de hidroxiapatita (Sociedad Espafiola de Cirugia
Ortopédica y Traumatologia, 2009). En relacion al tamafio de estos grupos de
estructuras mineralizadas las DPSCs forman depdsitos minerales de mayor
tamafio en comparacién a los obtenidos por las PDLSCs. Se sabe que los
osteoblastos sintetizan la matriz osteoblastica o sustancia osteoide a un ritmo de
1-2 um por dia (Fernandez | y cols., 2006). Por lo tanto, la existencia de nédulos
cristalinos mas pequefios en las PDLSCs se podria atribuir a una secrecion mas
tardia de matriz mineralizada en comparacién DPSCs. La menor cantidad de
sustancia mineral, nos indica la existencia de una mayor diferenciacion de las

células osteoprogenitoras hacia células del linaje osteoblasticos.
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En cuanto al método de aislamiento para las DPLS no hay diferencias tan
evidentes en la cantidad de nédulos. Sin embargo, aparentemente la secrecion de
matriz y su mineralizacion esta ocurriendo de forma mas tardia en el método de
digestion ya que se observan acumulos de minerales menos estructurados y mas
amorfos que por la técnica de explante.

El método de explante para PDLSCs a pesar de presentar una cantidad
similar de precursores osteoblasticos, estos no se diferenciarian en su totalidad a
osteoblastos maduros o en su defecto esta diferenciacion seria mas tardia, razon
por la cual hay menor cantidad de depdsitos mineralizados.

Durante la osteogénesis, las MSCs entran a un proceso de division
asimeétrica generando osteopreocursores, que a Su vez van progresando hacia
diferentes estados de diferenciacion formando osteoprogenitores, osteoblastos
funcionales y eventualmente osteocitos. Esta progresiéon hacia los diferentes
estados de diferenciacibn es acompafiado por la activaciébn e inactivacion de
factores de trascripcion Runx2/ Cbfal, Osx y la expresion de diferentes genes
marcadores de hueso (Figura 23) (Bash D y cols., 2004).

En este estudio se detectaron en las muestras diferenciadas la expresion
temprana de genes Runx2 y Osx indicativo de que las MSCs obtenidas ambos
tejidos son capaces de diferenciarse a células osteoprogenitoras. Estudios indican
que la expresion de Runx2 es considerado uno de los reguladores mas potentes
de la diferenciacién osteogénica, de tal forma que su expresion es necesaria y
suficiente para que ocurra la diferenciacion de células mesenquimaticas a
osteoblastos (Marie P, 2008; Fernandez | y cols., 2006). Por su parte, Osx es
considerado un factor de trascripcion altamente especifico en osteoblastos in vivo,
siendo su expresion mas especifica para osteoblastos que Runx2 (Nakashima Ky
Crombrugghe B, 2003; Marie P, 2008). Los resultados basales de la expresion de
Osx en las muestras controles son similares para ambos tejidos, sin embargo,
para Runx2 es un poco mayor en pulpa lo que se podria explicar debido a la
presencia de precursores osteoblasticos previo a la diferenciacion, que como ya
se ha mencionado en resultados anteriores seria indicativo de una poblacion

celular mas heterogénea.
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Figura 23. Marcadores de diferenciacion presentes en la diferenciacion osteogénica
Imagen que muestra los momentos de expresion de los factores de trascripcion Runx2 y
Oxs y fosfatasa alcalina. Todos esenciales en el proceso de diferenciacion osteogenica.
(Lacouture M, 2008)

Los datos de la expresion genética obtenidos nos permiten corroborar que
el proceso de diferenciacion celular a partir de células madre obtenidas de ambos
tejidos dentales, esta ocurriendo ya en etapas tempranas. Debido a que la
cantidad de muestras evaluadas es baja (n=2) no se pueden sacar conclusiones
mas especificas acerca de la diferencia en los valores de expresion encontrados
para ambos genes, en los dos tejidos evaluados.

Este trabajo tesis contribuye a la caracterizacion biolégica de las
poblaciones de PDLSCs y DPSCs humanas y constituye, a nuestro mejor
conocimiento, el primer trabajo que compara la viabilidad celular y diferenciacién
hacia linaje osteogénico. Los resultados obtenidos indican que las DPSCs
representarian una poblacion con mayor potencial de diferenciacion osteogénico
debido a la presencia de una mayor cantidad de osteoprogenitores capaces de
generar osteoblastos maduros que las PDLSCs. Estas diferencias podrian
deberse a que la pulpa dental es una poblacién heterogénea de células a las que
ya se le han atribuido caracteristicas secretoras de matriz mineralizada. De ella,
derivan los odontoblastos de recambio que ante estimulos cariosos son capaces
de proliferar y elaborar una dentina reparadora (terciara) pobremente organizada
gue se mineraliza, permitiendo tener un rol protector ante estimulos bacterianos
(De Marco F y cols., 2011; Didilescu y cols., 2013). Aunque en algunos trabajos se

menciona que las DPSCs presentarian una tendencia intrinseca para diferenciarse
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a osteoblastos (Didilescu y cols., 2013), no se conocen mecanismos especificos
que puedan explicar esta tendencia. Por otro lado estudios in vivo, solo describen
potencial para generar tejido tipo 6seo para las DPSCs (Huang G y cols., 2009;
Valdivia R, 2009). Otra ventaja encontrada para el tejido pulpar con respecto al
ligamento periodontal, es el mayor nimero de células que se pueden aislar en un
menor tiempo.

En cuanto a las técnicas de aislamiento, segun los datos recolectados se
puede concluir que la técnica de digestion es mas ventajosa, debido a que existen
protocolos estandarizados del tipo y cantidad de enzima, es un método mas rapido
gue permite obtener mayor niumero de células en un menor tiempo y a pesar de
gue es un proceso mas agresivo no dafa el potencial de diferenciacion de las
células osteoprogenitoras. De esta manera los resultados obtenidos compruebann
la influencia de la técnica de aislamiento utilizada, en las caracteristicas de
diferenciacion hacia el linaje osteogénico de las MSCs aisladas.

Finalmente, la criopreservacion de los tejidos es uno de los procesos
fundamentales que ha sido muy estudiado por la ingenieria tisular, principalmente
relacionado con la conservacion en el tiempo de células madre obtenidas de
diferentes origenes. La evaluacion de la viabilidad de PDLSCs y DPSCs utilizando
dimetilsulfoxido (DMSO) bajo un protocolo de congelacién lenta, permite concluir
que estas células presentan una viabilidad del 85% posterior a un proceso
criogénico y un poco menor en comparacion a los resultados obtenidos previo su
congelamiento (Figura 22). Estad reportado en la literatura que una de las
estructuras que sufre mayor dafio en los proceso de congelamiento es la
membrana celular, la cual durante el proceso puede sufrir la perdida de fluidez de
los componentes lipidos. Esto genera cambios en el comportamiento de la célula
la cual es incapaz de rehidratarse al descongelarse, provocandose muerte celular
(Avila L y cols., 2006). Los resultados obtenidos concuerdan con estudios
realizados sobre la criopreservacion de células mesenquimaticas obtenidas de
pulpa y ligamento por separado, que concluian que estas células eran capaces de
mantenerse criopreservadas manteniendo su viabilidad y capacidad de
diferenciacion a diferentes linajes (Papaccio G y cols., 2006; Woods E y cols.,
2009; Lee SY y cols., 2010)

Los resultados de este trabajo de tesis permiten confirmar la hipétesis
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planteada con respecto al tipo de tejido, indicando que las células madre dentales
particularmente aquellas aisladas de pulpa y mediante el método de digestion,
presentan mejores propiedades de diferenciacion osteogénica, constituyéndose de
esta forma en una fuente atractiva para aplicaciones de regeneracion 6sea en
Ingenieria de tejidos.
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7. Conclusiones

Es posible aislar y cultivar células madre mesenquimaticas con capacidad
de diferenciacion osteogénica de tejidos dentales, particularmente desde

pulpa dental y ligamento periodontal.

Células osteoprogenitoras aisladas de pulpa dental, presentan un mayor
potencial de diferenciacién al linaje 6seo in vitro, comparado con las células
madre obtenidas de ligamento periodontal, atribuido probablemente a la
presencia de una poblacion celular heterogénea mas rica en células

osteoprogenitoras.

Con respecto a las técnicas de asilamiento, el protocolo de digestion
enzimatica parece mas apropiado que el método del explante, esto debido
a la mayor rapidez proliferativa inicial, mayor presencia de

osteoprogenitores y mayor generacion de matriz mineralizada in vitro.

Las células madres aisladas de ambos tejidos dentales son capaces de
resistir un proceso de criopreservacion, sin afectar significativamente la
viabilidad celular. Esta caracteristica indica que ambos tipos de células
podrian tener potencial para futuras aplicaciones en bancos de células

madre.

Las células madre obtenidas de pulpa dental y mediante el método de
digestiébn aparecen como una alternativa promisoria para aplicaciones en

ingenieria de tejidos orientada a la regeneracion 6sea en odontologia.
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ACTA N°: 2012/07

1. Acta de aprobacion de protocolo de estudio N° 2012/13

2. Miembros permanentes del Comité Etico-Cientifico de la Facultad de Odontologia de la

Universidad de Chile participantes en la aprobacion del Proyecto:

Dr. Juan Cortés Dra. Maria Angélica Torres
Presidente del CEC Secretaria CEC
Dr. Eduardo Rodriguez Dr. Alejandro Escobar
Miembro permanente del CEC Miembro permanente del CEC

Dra. Karin Lagos
Miembro permanente del CEC

3. Fechade Aprobacion: 03/09/2012

4. Titulo completo del proyecto: "Synthesis and evaluation of bioactive hanocomposites
based on ceramic nanoparticles and polymers for bone tissue engineering in dentistry™
FONDECYT REGULAR N°1130342 version 25 de Junio 2012.

5. Investigador responsable: Dr. Cristian Covarrubias G., académico del Departamento

de Ciencias Basicas y Comunitarias. Facultad de Odontologia, Universidad de Chile.

6. Institucidn: Facultad de Odontologia, Universidad de Chile y Fondecyt

7. Documentacion Revisada:

e Protocolo version en ingles del Proyecto : "Synthesis and evaluation of bioactive
nanocomposites based on ceramic nanoparticles and polymers for bone tissue
engineering in dentistry™ FONDECYT REGULAR N°1130342 version 25 de
Junio 2012.

e Resumen ejecutivo en espafiol version 28/08/2012

e Documentos de Consentimiento informado para Pacientes adultos, para padres
de adolescentes y Asentimiento informado version 3/09/2012

e Curriculo del investigador responsable y de Coinvestigadores
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8. Caracter del estudio y de la muestra; Estudio experimental en animales y uso de

células madres obtenidas a partir de muestras dentarias humanas.

9. Fundamentacion de la aprobacién ética
Este proyecto busca sintetizar nuevos materiales nanocompuestos con propiedades bioactivas
para ayudar a la regeneracion 6sea. Se le incorporard ademas al nanomaterial, células madres
provenientes del ligamento periodontal de dientes extraidos por indicaciones odontolégicas y

donados por los pacientes involucrados, en forma libre y voluntaria.

Los investigadores se han comprometido sélo a realizar uso de las células declaradas en el
proyecto y a mantener la estricta confidencialidad sobre los datos de los implicados. Hay un
procedimiento descrito para manejo y respaldo de los datos. Los donantes seran informados y
se realizara un proceso de consentimiento informado, demostrando asi que los investigadores
estan comprometidos con el respeto de la autonomia de los donantes, informando incluso a los

jovenes mayores de 14 y menores de 18 afios en su decision y donacidn voluntaria.

El ensayo y la efectividad de los diferentes materiales propuestos se realizard en modelo
animal rata, donde el investigador principal ha presentado su protocolo al respectivo Comité
Etico del Cuidado Animal en Facultad de Medicina de la U. de Chile, aprobacion que participara

a este Comité.

En consecuencia, el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile, aprueba el estudio "Synthesis and evaluation of bioactive nanocomposites based on
ceramic nanoparticles and polymers for bone tissue engineering in dentistry" FONDECYT

REGULAR N°1130342 version 25 de Junio 2012. _
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PROYECTO DE INVESTIGACION
(Participantes adultos)

Nombre de Estudio: “SINTESIS Y EVALUACION DE NANOCOMPOSITOS BIOACTIVOS
BASADOS EN NANOPARTICULAS CERAMICAS Y POLIMEROS PARA
INGENIERIA TISULAR OSEA EN ODONTOLOGIA”

Investigador Principal: Prof. Dr. Cristian Covarrubias Gallardo.
Depto. Ciencias Basicas y Comunitarias.
Facultad de Odontologia, Universidad de Chile.
Sergio Livingstone Pohlhammer 943, Independencia, Santiago.
Fono: 9781719, E-mail: ccovarru@u.uchile.cl

Nombre del Patrocinante: Facultad de Odontologia, Universidad de Chile y FONDECYT

Proyecto revisado y aprobado por el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile.

Presidente CEC: Sr. Prof. Juan Cortés Araya
Vicedecano Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile
Sergio Livingstone Pohlhammer 943, Independencia, Santiago.
Email vicedeca@odontologia.uchile.cl

Nombre del Participante:

Este Documento de Consentimiento Informado tiene dos partes:

¢ Informacion (proporciona informacidn sobre el estudio para usted)

¢ Formulario de Consentimiento (para firmar si esta de acuerdo en participar)
Se le dara una copia del Documento completo de Consentimiento Informado

Solicitamos a Usted su colaboracion con este estudio. Antes de decidir si colabora o no,

debe conocer y comprender los aspectos que se exponen a continuacion. S{gntase absoluta

QT
libertad para preguntar sobre cualquier aspecto sobre el cual tenga duggg Una ve ﬁg, e haya

comprendido el estudio y si usted desea colaborar, entonces se Ié F{edrr&"@ue f|) este
\® - ~
formulario. \?%4 __ETICA )&
~ /
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EXPLICACION DEL PROYECTO

El hueso es un tejido de sostén muy importante en el organismo, y en ocasiones se
pierde con mucha dificultad para su recuperacion, por ejemplo por enfermedades en las
articulaciones, por malformaciones, por grandes accidentes y en la boca por enfermedad
periodontal, por infecciones o traumatismos. Actualmente existen algunas formas de reconstruir
el hueso perdido, pero con algunas limitaciones. Se usan por ejemplo injertos propios o de otros
donantes, o hueso seco preparado para injerto o materiales sintéticos compatibles con el
organismo humano. La ingenieria de los tejidos, particularmente del hueso, esta centrada en
desarrollar nuevos biomateriales que permitan regenerar el hueso perdido de manera mas similar
al que existia originalmente y en un menor tiempo. Esto resulta de gran utilidad cuando se
requiere recuperar el hueso antes de poner un implante dental 6 rehabilitar personas con
enfermedad periodontal.

El objetivo del presente estudio es desarrollar nuevos biomateriales para regenerar
hueso. Para esto se usardn unas “nanoparticulas” que estimulan la formacion de hueso, las que se
combinardn con “células madres” generadoras potenciales de hueso; la efectividad de estos
biomateriales se evaluard en un modelo animal. Las “células madres” seran sacadas de los restos
del ligamento que afirma el diente a su lecho en el hueso, (ligamento periodontal) usando dientes
recién extraidos.

Lo hemos contactado porque usted requiere la extraccion de algunos dientes que
cumplen con los requisitos requeridos para este estudio (la extraccién del tercer molar por
indicaciones quirldrgicas o protésicas u ortoddncicas, sin enfermedad periodontal ni otras
enfermedades generales); y quisiéramos solicitar a Usted, la donacion de sus dientes extraidos.

Los dientes donados se utilizaran sélo con el fin recién expuesto y no se guardara ningun
registro de su relacion con el donante (con usted). Ningun otro tipo de estudio se realizara con los
dientes ni con las células madres obtenidas de ellos. Una vez observados y descritos, los dientes
seran destruidos y eliminados siguiendo los protocolos de bioseguridad vigentes.

La obtencion de estas muestras en si no presenta riesgos, ni costos adicionales para usted,
pero el financiamiento del proceso quirurgico de extraccidn serd su responsabilidad.

No existe ningun tipo beneficio inmediato por su participacién en el estudio, ya que las
piezas dentales a utilizar son normalmente desechadas. Sin embargo, como consecuencia de esta
donacidn y de la investigacion a realizar se espera contribuir a aplicaciones futuras en el ambito
clinico.

Aclaraciones
La colaboracién con el estudio es completamente voluntaria, y usted puede dejar de participar
libremente.

No habrd ninguna consecuencia desfavorable para usted en caso de no aceptar la invitacion.

No tendra que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio.

No recibira pago por su donacion.

Si considera que no existen dudas ni preguntas acerca de su participacion, le solicitamos firmar el
Formulario de Consentimiento Informado anexo al documento.

Si usted desea conocer los resultados o tiene cualquier pregunta puede hacerl/ah ra o mas tarde,
contactando al Dr. Cristian Covarrubias (Dpto. Ciencias Basicas y Com ital

Odontologia, U. de Chile. Fono: 9781719, E-mail: ccovarru@u.uchile. cI,’é?/stlg—dgse ql r. Juan
Cortés presidente del Comité de Etica y aclarar sus dudas. Do )
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FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

He sido invitado a colaborar con la investigacion de creacién y evaluacidon de nuevos
materiales para la regeneracion dsea. Entiendo que colaboraré donando mis dientes extraidos los
qgue seran utilizados para la extraccion de células madres y destruidos una vez tratados y
observados. Sé que no existen beneficios para mi persona y que no se me recompensard por
participar. Se me ha proporcionado el nombre de un investigador que puede ser facilmente
contactado y su direccién de correo electrénico.

He leido la informacién proporcionada. He tenido la oportunidad de preguntar sobre ella y se
me ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he realizado. Consiento
voluntariamente colaborar en esta investigacion donando mis dientes extraidos.

Nombre del Participante

Firma

Santiago, / /

Seccion a llenar por el Investigador o su representante:

He explicado @l Sr(@).....ccccoiiiiiiiei ettt la naturaleza de Ia
investigacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene
alguna duda. Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedid a firmar el
presente documento

Nombre y Firma del Investigador que toma el CI Fecha

Dr. Cristian Covarrubias Gallardo (PhD) .

Nombre y Firma del Investigador Principal Fecha

Fecha firma / /
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PROYECTO DE INVESTIGACION
(Padres o Tutores)

Nombre de Estudio: “SINTESIS Y EVALUACION DE NANOCOMPOSITOS BIOACTIVOS
BASADOS EN NANOPARTICULAS CERAMICAS Y POLIMEROS PARA
INGENIERIA TISULAR OSEA EN ODONTOLOGIA”

Investigador Principal: Prof. Dr. Cristian Covarrubias Gallardo.
Depto. Ciencias Basicas y Comunitarias.
Facultad de Odontologia, Universidad de Chile.
Sergio Livingstone Pohlhammer 943, Independencia,Santiago.
Fono: 9781719, E-mail: ccovarru@u.uchile.cl

Nombre del Patrocinante: Facultad de Odontologia, Universidad de Chile y FONDECYT

Proyecto revisado y aprobado por el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile.

Presidente CEC: Sr. Prof. Juan Cortés Araya
Vicedecano Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile
Sergio Livingstone Pohlhammer 943, Independencia, Santiago.
Email vicedeca@odontologia.uchile.cl

Nombre del Participante:

Este Documento de Consentimiento Informado tiene dos partes:

¢ Informacion (proporciona informacién sobre el estudio para usted)

¢ Formulario de Consentimiento (para firmar si esta de acuerdo en participar)
Se le dara una copia del Documento completo de Consentimiento Informado

Solicitamos a Usted su colaboracion con este estudio. Antes de decidir si colabora o no,
debe conocer y comprender los aspectos que se exponen a continuacidn. Siéntase con absoluta

libertad para preguntar sobre cualquier aspecto sobre el cual tenga duda&gﬁﬁa

comprendido el estudio y si usted desea colaborar, entonces se le /pedua.quﬂ_ e este
> OMITE L\
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EXPLICACION DEL PROYECTO

El hueso es un tejido de sostén muy importante en el organismo, y en ocasiones se
pierde con mucha dificultad para su recuperacion, por ejemplo por enfermedades en las
articulaciones, por malformaciones, por grandes accidentes y en la boca por enfermedad
periodontal, por infecciones o traumatismos. Actualmente existen algunas formas de reconstruir
el hueso perdido, pero con algunas limitaciones. Se usan por ejemplo injertos propios o de otros
donantes, o hueso seco preparado para injerto o materiales sintéticos compatibles con el
organismo humano. La ingenieria de los tejidos, particularmente del hueso, esta centrada en
desarrollar nuevos biomateriales que permitan regenerar el hueso perdido de manera mas similar
al que existia originalmente y en un menor tiempo. Esto resulta de gran utilidad cuando se
requiere recuperar el hueso antes de poner un implante dental 6 rehabilitar personas con
enfermedad periodontal.

El objetivo del presente estudio es desarrollar nuevos biomateriales para regenerar
hueso. Para esto se usardn unas “nanoparticulas” que estimulan la formacion de hueso, las que se
combinardn con “células madres” generadoras potenciales de hueso; la efectividad de estos
biomateriales se evaluard en un modelo animal. Las “células madres” seran sacadas de los restos
del ligamento que afirma el diente a su lecho en el hueso, (ligamento periodontal) usando dientes
recién extraidos.

Lo hemos contactado porque su hijo o pupilo requiere la extraccién de algunos dientes
gue cumplen con los requisitos requeridos para este estudio (la extraccion del tercer molar por
indicaciones quirldrgicas o protésicas u ortoddncicas, sin enfermedad periodontal ni otras
enfermedades generales) ; y quisiéramos solicitar a Usted autorizar la donacién de los dientes
extraidos.

Los dientes donados se utilizaran sélo con el fin recién expuesto y no se guardard ningun
registro de su relacién con el donante. Ningln otro tipo de estudio se realizarad con los dientes ni
con las células madres obtenidas de ellos. Una vez observados y descritos, los dientes serdn
destruidos y eliminados siguiendo los protocolos de bioseguridad vigentes. La obtencién de estas
muestras en si no presenta riesgos, ni costos adicionales para usted, pero el financiamiento del
proceso quirurgico de extraccidn serd su responsabilidad.

No existe ningun tipo beneficio inmediato por la participacién en el estudio de su hijo o
pupilo, ya que los dientes a utilizar son normalmente desechadas. Sin embargo, como
consecuencia de esta donacidn y de la investigacidon a realizar se espera contribuir a aplicaciones
futuras en el ambito clinico.

Aclaraciones

La colaboracién con el estudio es completamente voluntaria, y su hijo o pupilo puede dejar de
participar libremente.

No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted en caso de no aceptar la invitacion.

No tendra que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio.
No recibira pago por su donacion.

Si considera que no existen dudas ni preguntas acerca de la partlupag@/ée
solicitamos firmar el Formulario de Consentimiento Informado anexo aldecumeﬁto 2
Si usted desea conocer los resultados o tiene cualquier pregunta puede[hacer'ra ahora'o|mas tarde,
contactando al Dr. Prof. Dr. Cristian Covarrubias (Dpto. Ciencias Baﬂ;&a\s yf'fdﬁﬂmls%i s. Facultad

o pupilo, le
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de Odontologia, U. de Chile. Fono: 9781719, E-mail: ccovarru@u.uchile.cl, o si lo desea al Dr. Juan
Cortés presidente del Comité de Etica y aclarar sus dudas.

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

He sido invitado a colaborar con la investigacion de creacién y evaluacidon de nuevos
materiales para la regeneracion del hueso. Entiendo que colaboraré autorizando la donacién de
los dientes que serdn extraidos a mi hijo o pupilo, los que seran utilizados para la extraccion de
células madres y destruidos una vez tratados y observados. Sé que no existen beneficios para mi
persona o la de mi hijo o pupilo, y que no se me recompensard por participar. Se me ha
proporcionado el nombre de un investigador que puede ser facilmente contactado y su direccion
de correo electrénico.

He leido la informacién proporcionada. He tenido la oportunidad de preguntar sobre ella y se
me ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he realizado. Consiento
voluntariamente colaborar en esta investigacion donando mis dientes extraidos.

Nombre del Donante

Nombre del Tutor

Firma

Santiago, / /

Seccion a llenar por el Investigador o su representante:

o (SR (o] [Tor=To Lo - | R - ) ST la naturaleza de la
investigacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene
alguna duda. Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedid a firmar el
presente documento

Nombre y Firma del Investigador que toma el CI Fecha

Dr. Cristian Covarrubias Gallardo (PhD) . _ZORD BN\

Nombre y Firma del Investigador Principal Fecha /S/ Comre \©
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ASENTIMIENTO INFORMADO PARA PROYECTO DE INVESTIGACION
(Menores de 18 y mayores de 14 afios)

Nombre de Estudio: “SINTESIS Y EVALUACION DE NANOCOMPOSITOS BIOACTIVOS
BASADOS EN NANOPARTICULAS CERAMICAS Y POLIMEROS PARA
INGENIERIA TISULAR OSEA EN ODONTOLOGIA”

Investigador Principal: Prof. Dr. Cristian Covarrubias Gallardo.
Depto. Ciencias Basicas y Comunitarias.
Facultad de Odontologia, Universidad de Chile.
Sergio Livingstone Pohlhammer 943, Independencia,Santiago.
Fono: 9781719, E-mail: ccovarru@u.uchile.cl

Nombre del Patrocinante: Facultad de Odontologia, Universidad de Chile y FONDECYT

Proyecto revisado y aprobado por el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile.

Presidente CEC: Sr. Prof. Juan Cortés Araya
Vicedecano Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile
Sergio Livingstone Pohlhammer 943, Independencia, Santiago.
Email vicedeca@odontologia.uchile.cl

Nombre del Participante:

Este Documento de Consentimiento Informado tiene dos partes:

¢ Informacion (proporciona informacidn sobre el estudio para usted)

¢ Formulario de Consentimiento (para firmar si esta de acuerdo en participar)
Se le dara una copia del Documento completo de Asentimiento Informado

Solicitamos su colaboracion con este estudio. Antes de decidir si colabora o no, debe
conocer y comprender los aspectos que se exponen a continuacion. Debe sentirse con absoluta

libertad para preguntar sobre cualquier aspecto del cual tenga dudafs(j\_ qgue haya
comprendido y si alin quiere colaborar, entonces se le pedira que firme égt)a/form /,
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EXPLICACION DEL PROYECTO

El hueso es un tejido muy importante en el organismo, y a veces se pierde, siendo
muy dificil recuperarlo, por ejemplo por enfermedades en las articulaciones, por malformaciones,
por grandes accidentes y en la boca por enfermedad periodontal, por infecciones o traumatismos.
Hoy en dia existen algunas formas de reconstruir el hueso perdido, pero con algunas limitaciones.
Se usan por ejemplo injertos propios o de otros donantes, o hueso seco preparado para injerto o
materiales sintéticos compatibles con el organismo humano. La ingenieria de los tejidos,
particularmente del hueso, estd centrada en desarrollar nuevos biomateriales que permitan
regenerar el hueso perdido de manera mas similar al que existia originalmente y en un menor
tiempo. Esto resulta de gran utilidad cuando se requiere recuperar el hueso antes de poner un
implante dental o rehabilitar personas con enfermedad periodontal.

El objetivo del presente estudio es desarrollar nuevos biomateriales para regenerar
hueso. Para esto se usardn unas “nanoparticulas” que estimulan la formacion de hueso, las que se
combinardn con “células madres” generadoras potenciales de hueso; la efectividad de estos
biomateriales se evaluara en un modelo animal. Las “células madres” seran sacadas de los restos
del ligamento que afirma el diente a su lecho en el hueso, (ligamento periodontal) usando dientes
recién extraidos.

Te hemos contactado porque sabemos que necesitas sacarte algunos dientes que cumplen
con los requisitos requeridos para este estudio (la extraccion del tercer molar por indicaciones
quirdrgicas o protésicas u ortoddncicas, sin enfermedad periodontal ni otras enfermedades
generales) ; y quisiéramos solicitarte la donacidn de los dientes extraidos.

Los dientes donados se utilizaran sélo con el fin recién expuesto y no se guardara ningun
registro de su relacién contigo. Ningln otro tipo de estudio se realizara con los dientes ni con las
células madres obtenidas de ellos. Una vez observados y descritos, los dientes seran destruidos y
eliminados siguiendo los protocolos de bioseguridad vigentes.

La obtencion de las células madres de los dientes no presenta riesgos, ni costos adicionales
ni para ti ni para tu familia, pero el financiamiento del proceso quirdrgico de extraccion serd
responsabilidad de tus padres o tutores.

No hay beneficio inmediato por la participacidn, ya que las piezas dentales a utilizar son
normalmente desechadas. Sin embargo, como consecuencia de esta donacién y de la investigacion
a realizar se espera contribuir a aplicaciones futuras en el dmbito clinico.

Aclaraciones
La colaboracién con el estudio es completamente voluntaria, y puedes dejar de participar
libremente.

No habra ninguna consecuencia desfavorable en caso de no aceptar la invitacién.

No tendra que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio.

No recibira pago por su donacion.

Si considera que no existen dudas ni preguntas acerca de la participacion de su hijo o pupilo, le
solicitamos firmar el Formulario de Consentimiento Informado anexo al documento.

Si usted desea conocer los resultados o tiene cualquier pregunta puede hacerla ahora o mas tarde,
contactando al Dr. Cristian Covarrubias (Dpto. Ciencias Basicas y Comtfgrbt/%.nbsp ultad de
Odontologia, U. de Chile. Fono: 9781719, E-mail: ccovarru@u.uchile.cl, , e;SLJo desea,

Cortés presidente del Comité de Etica y aclarar sus dudas. { ﬂ/ LMCI *
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FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

He sido invitado a colaborar con la investigacion de creacién y evaluacidon de nuevos
materiales para la regeneracion del hueso. Entiendo que colaboraré autorizando la donacién de
mis dientes que serdn extraidos, los que seran utilizados para la extraccién de células madres y
destruidos una vez tratados y observados. Sé que no existen beneficios inmediatos para mi
persona, y que no se me recompensara por participar. Se me ha proporcionado el nombre de un
investigador que puede ser facilmente contactado y su direccion de correo electrénico.

He leido la informacién proporcionada. He tenido la oportunidad de preguntar sobre ella y se
me ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he realizado. Consiento
voluntariamente colaborar en esta investigacion donando mis dientes extraidos.

Nombre del Donante

Firma

Nombre del Tutor

Firma

Santiago, / /

Seccion a llenar por el Investigador o su representante:

o SR (o] [Tor=To (o - | B - ) RS la naturaleza de la
investigacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene
alguna duda. Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedié a firmar el
presente documento

Nombre y Firma del Investigador que toma el CI Fecha

Dr. Cristian Covarrubias Gallardo (PhD) .

Nombre y Firma del Investigador Principal Fecha

Fecha firma / /




Estadistica

Resumen de prueba de hipotesis

Hipotesis nula Test Sig. Decision

. : Prueba de chi- Retener la
Las categorias de id se producen : S

o : cuadrado de una 1000 hipdtesis
con probahilidades iguales. s ST
Las categorias de Tipos se Frueba de chi- Retener la
producen con probabilidades cuadrado de una 1,000 hipdtesis
iguales. muestra nula.
La distribucidn de dia_0 es normal ELLIJEnhua ST Fetener la
con la media 8.221 ,58353( E Smirnng\r e i 296 hipdtesis
desviacidn tipica 7.363 56. i nula.
La distribucidn de dia_3 es normal E;rDLffana s Retener la
con la media 65.557 208 y la Smirnl:ugv e B02  hipdtesis
desviacidn tipica 17.008 15. ARt nula.
La distribucidn de dia_7 es normal E:;:Lljfnhua e Retener la
con la media 126.178 875 y la Smirnng».r e 705 hipdtesis
desviacidn tipica 20.982 52. SRR nula.

o . Prueba
La distribucidn de dia_3 es normal Retener la
con la media 172694500 y la  Somogorow 058  hipétesis
desviacion tipica 33.811,34. e nula.
o Prueba

La distribucidn de PRE_CRID es . Retener la
normal con la media 91275 y |a g?ri?pnungvuéi%v_una 988  hipotesis
desviacion tipica 1,18. ot nula.
La distribucién d= POST CRIO es  F14eB3 Retener Ia
normal con la media 85 817 y la Siri g d 834 hipdtesis
desviacidn tipica 0,86, mrLTéer?; B LnA nula.

Se muestran las significancias asintdticas. El nivel de significancia es 05,




Resumen de prueba de hipdtesis

Hipotesis nula Test Sig. Decision
C " Frueha
La distribucion de control_dial es Retener la
1 normal con la media 0,007 y la E%Wﬂ”ﬂ%”&?’una BB hipdtesis
cdesviacion tipica 0,00 St nula.
La distribucidn de contral dia3 es E“‘fEba i Retener la
2 normal con la media 0,005 y la Sr?nﬂ?nungvué:ic;_una J7B6  hipdtesis
desviacidn tipica 0,00 e nula.
o men G e Prugha
La distribucidn de contral dia¥ es i Retener la
3 normalconlamedia0010y la gﬂ?ﬂ”ﬂ%ﬂ?’una 7B6  hipdtesis
desviacidn tipica 0,00. iiiaEt nula.
;oo M : Frugha
La distribucidn de control dia9 es | : Fetener I3
4 normal conlamedia0012 y la E%Wﬂ”ﬂ%ﬂ?’una 991 hipdtesis
desviacidn tipica 0,00. iRt nula.
i ; Frueha
La distribucidn de exp_dia0 es : Fetener la
5 normal con la media 0001 y la EEAWHDDQVD&?'U”& AB6  hipdtesis
desviacidn tipica 0,00. e nula.
La distribucidn de exp_dia3 es ngfnbna S Retener la
6 normal con la media 0006 y la Smil'nngv it 1,000 hipdtesis
cdesviacion tipica 0,00 5 o nula.
La distribucidn de expo_dia? es ngfnhna St Retener la
1 normal con la media 0018 y la Smirnn:ugv R 1,000 hipdtesis
desyiacion tipica 0,00 B nula.
La distribucidn de expo_diad es Eﬁfﬂhﬂa —— Retener la
8 normal con la media 0020 y Ia Smirnn:ugv e e 7BE6  hipdtesis
desviacidn tipica 0,00. e nula.

Se muestran las significancias asintdticas. El nivel de significancia es 05,




Ensayos Viabilidad

Tipos
DP EP DL EL
Media Media Media Media
dia_0 1465,00 1525,00 12115,67 17780,67
dia_3 80043,33 78606,50 39941,00 63638,00
dia_7 158266,67 104763,50 116047,33 125638,00
dia_9 196072,00 117195,00 192873,00 184638,00
PRE_CRIO 92,73 91,80 90,13 90,43
POST_CRIO 86,60 86,57 85,13 84,97
Compar aciones de medias de columnas®
Tipos
DP EP DL EL
A (5)] © (®)]
dia_0 AB ABC
dia_3 CD CD C
dia_7 BCD B BC
dia_9 BD BD B
PRE_CRIO |cp c
POST_CRIO |cD CD

Los resultados se basan en pruebas bilaterales que asumen varianzas
iguales con un nivel de significacion ,05. Para cada par significativo, la clave
de la categoria menor aparece debajo de la categoria con una media mayor.
a. Utilizando la correccion de Bonferroni, se han ajustado las pruebas para
todas las comparaciones por pares dentro de una fila para cada subtabla
situada mas al interior.




Pulpa Digestidn

Prueba de muestras relacionadas

Diferencias relacionadas
Deswacion | Errortip. de para la dilerencia Sig
Media tip la media Infenor Superior t gl (bilateral)
Rl PRE CRIC 6,13333 0890¢ 33830 467776 7,98891 18,130 2 003
F—'C}ST_CPJO s o ~OITD f ot ;1 < f
Pulpa Explante
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas
Desviacion | Error tip. de para la diferencia_ Sig.
Media tip. la media Inferior Superior t gl (bilateral)
Parl PRE_CRIO - 5,23333 68069 39299 3,54242 6,92425 13,317 006
POST CRIO ’ ’ ’ ' ! ' ’
Ligamento Digestidn
Prueba de muestras relacionadas
Diterencias relacionadas
Deswacion | Errortip. de para hdilerencia Sig
Media tip lamedia Inferior Superior t al (bilateral)
Par 1 PRE_CRIO
= S ; 51316 2.79205 7.2 <] 44 )
POST CRIO 500000 88882 51316 205 0795 9,744 010
Ligamento Explante
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas
Desviaciéon | Error tip. de para la diferencia. Sig.
Media tip. la media Inferior Superior t gl (bilateral)
Parl PRE_CRIO- 5,46667 83267 48074 3,39821 7,53512 11,371 2 008
POST CRIO ' ' ’ ' ' ’ '

SE DIFERENCIA EN CADA TEJIDO ENTRE PRE Y POST




Ensayos ALP

Pulpa Digestidn

Prueba de muestras relacionadas

Diferencias relacionadas

Error tip. de la diferencia Sig.
Media Desviacion tip. media Inferior Superior t gl (bilateral)
par2 Zi’gtrgi';:'“ iy -0010666667| 0003055050 0001763834 -0018255833|  -,0003077501 6,047 026
Par3 Z‘zgog—i:f | -007633333333| 000251661148 000145296631 -008258494281| -007008172385 52,536 000
Par4 Z‘)Z';”’L—ig;ag : -0073333333| 0005131601 10002962731 -0086080938| 0060585729 24,752 002
Pulpa Explante
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas
Error tip. de la _ diferencia _ Sig.
Media Desviacion tip. media Inferior Superior t gl (bilateral)
Parl Z()J(S[I’tdjilgglao iy -0001939553| 0000301293 0000173952 -0002688008|  -0001191099 -11,150 008
Par2 z‘:;”;';gm il -0020513273|  ,0005050919| 0002916149 -0033060451|  -0007966096 7,034 020
par3 Z;:;m:j_i:;w | -004995507333| ,000213499953| 000123264255| -005525870619| -004465144048 40,527 001
Par4 2;220152';9 iy -0057036097|  ,0000248194| 0000143295 -0057652644|  -0056419550|  -398,034 000
Ligamento Digestion
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas
Error tip. de la diferencia Sig.
Media Desviacion tip. media Inferior Superior t gl (bilateral)
Parl Zi’q’;trgi';g'ao | -0001240440| 0000406648 10000234778 -0002250609| 0000230271 5,283 034
Par2 Z‘;’;";:;:'a?’ iy -0044023540| 0000145624 0000084076 -0044385291|  -0043661789|  -523,614 000
par3 z‘zg"g—ig;ﬂ T -009073177333| 000109820111 000063404671| -009345985612| -008800369054|  -143,100 000
Par4 Z;l:(t)rolljii:lgag | -0116110373| 0000641672 10000370469 -0117704375|  -0114516372|  -313.414 000
Ligamento Explante
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas
Error tip. de la diferencia Sig.
Media Desviacion tip. media Inferior Superior t gl (bilateral)
Parl Z:str;’i';g'ao | -0000953337| 0000205294 0000118526 -0001463315|  -,0000443358 -8,043 015
Par2 z‘)’g"gi';:m il -0009138923|  ,0000398574| 0000230117 -0010129035|  -0008148811 -39,714 001
par3 z‘zg";—i:? | -005289399333| ,000191318574| ,000110457830| -005764661017| -004814137650 -47,886 000
Par4 g’g;rol';i:;ag iy -0073768877|  ,0001719521| 0000992766 -0078040405|  -0069497349 -74,306 000




Tipos

DP EP DL EL
Q) (B) ©) (D)
exp_dia0 CD CD
exp_dia3 D ACD AD
expo_dia7 |BCD CD D
expo_dia9 BCD D

Los resultados se basan en pruebas bilaterales que asumen varianzas

a. Utilizando la correccidn de Bonferroni, se han ajustado las pruebas

Prueba de muestras relacionadas

Diferencias relacionadas

diferencia

Errortip. de la - - Sig.
Media Desviacidn tip. media Inferior Superior t gl (bilateral)
b E:S"gi'a—g'au' -0001939553| 0000201293 0000173952 _0002628008|  -0001191099 11,150 008
Par2 Z:S"gi'a—g'aa' -0020513273| 0005050919 0002316149 -0033060451| - 0007966096 7034 020
Rans Zi;‘;m'd—i:;a? | -004995507333| 000213499953 000123264255 -005525870619| - 004465144043 40,527 001
Bard Z:S:O'd—i:'gag' _0057036007|  0000248194| 0000143205 0057652644  -0056419550|  -393,034 000
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