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RESUMEN

La regeneracion dentaria representa un gran desafio para los
cientificos e investigadores en los campos de la biologia y la
ciencia de los materiales. Recientemente ha surgido la ingenieria
tisular como un nuevo campo para el disefio y fabricacién de
nuevos tejidos para sustituir aquellos afectados por enfermedad
o trauma. Las estrategias de la ingenieria tisular se enfocan en
una triada compuesta de células madres provenientes del tejido
huésped, de moléculas de sefalizacibn que actiuen como
inductores de la morfogénesis y de un andamiaje, para acelerar o
inducir regeneracion biolégica natural. En el campo de la
endodoncia las investigaciones se han orientado hacia la
regeneracion del complejo dentino-pulpar por medio de la terapia
de recubrimiento pulpar con moléculas biolégicas o el transplante
de células madre que promuevan la dentinogénesis regenerativa
de la pulpa y la dentina en estudios in vitro e in vivo en animales.
A la par se estdn desarrollando, por medio de ingenieria,
organos dentarios a partir de células madre de la pulpa dental.
La terapia génica también se ha implementado con muy buenos
resultados en la dentinogénesis regenerativa. Esta revisién se
enfoca en los progresos recientes en esta area, en la discusién
de los obstaculos y desafios para su aplicacién y en su utilidad
clinica en endodoncia
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INTRODUCCION

En los ultimos afios ha crecido el interés cientifico en un
campo novedoso de investigaciones bioldgicas: la ingenieria de
tejidos. ElI fundamento de este campo esta basado en la
interrelacién entre la ciencia de los materiales con el principio de
biocompatibilidad. Su finalidad es la generacién y regeneracion
de tejidos mediante integracion de células, andamiajes naturales
o0 sintéticos y sefiales especificas, entre otros mecanismos que

seran referidos mas adelante.

Para la regeneracion de tejidos se han desarrollado varias
estrategias. En éstas se combina un material que sirva como
andamiaje, con moléculas bioactivas que inducen la formacién de

tejidos, o con células cultivadas en el laboratorio.

Las moléculas bioactivas son, con frecuencia, proteinas o
factores de crecimiento que estan involucrados en la formacion y
remodelacion de los tejidos. La hipdtesis basica de esta
estrategia es que la distribucidén local de un factor apropiado, a
una dosis correcta, por un periodo definido de tiempo, pueda
conducir al reclutamiento, proliferacion y diferenciacion de
células del paciente de sitios adyacentes. Estas células pueden
participar en la reparacién o regeneracion en el lugar anatémico

requerido.

La estrategia basada en el uso de células cultivadas en
laboratorio y colocadas en una matriz en el sitio donde se desea

la regeneracion o formacion de un nuevo tejido, consiste en el



trasplante de células derivadas, por lo general, de una pequefia
biopsia del tejido del espécimen. Estas son posteriormente
expandidas en el laboratorio para permitir la ingenieria de una
masa de tejido extenso, el cual proviene en parte de las células

trasplantadas.

Ambas estrategias utilizan un biomaterial para llevar las
moléculas o células al sitio anatémico apropiado, el cual ademas
proporciona un soporte mecanico pues actlia como andamiaje
para guiar la nueva formacion del tejido. Los materiales
sintéticos utilizados comunmente son polimeros lacticos vy
glicdlicos, que por sus propiedades biolégicas de
biocompatibilidad y propiedades fisicas, como degradaciéon vy
fuerza mecanica, los hacen de facil manipulacion. Un polimero
natural, el colageno tipo I, es utilizado con frecuencia por su
relativa biocompatibilidad y capacidad de ser remodelado por las
células. También se ha ensayado con otros polimeros utilizados
en odontologia como el alginato.

El campo de la ingenieria tisular ofrece un enorme potencial

de aplicaciones clinicas en un futuro muy cercano.

El objetivo de esta revision es facilitar una perspectiva
general de los enfoques sobre ingenieria tisular, los progresos
recientes en este campo, la discusién de los desafios para su
utilidad clinica en Endodoncia y el posible impacto en la practica

clinica



Il. REVISION DE LA LITERATURA

1. INGENIERIA TISULAR

La ingenieria de tejidos es el campo que se encarga de la
restauracion funcional de la estructura y fisiologia tisular para
aquellos tejidos dafiados o deteriorados ya sea por cancer,

enfermedad y/o traumatismos (1).

El término ingenia tisular, fue definido inicialmente por los
asistentes a la primera reunién patrocinada por National Science
Foundation (NSF) en 1988, como “la aplicacion de los principios
y métodos de ingenieria y ciencias de la vida, hacia la
comprension fundamental de la relacién funcion-estructura en
tejidos de mamiferos normales y patoldgicos, y el desarrollo de
sustitutos biolégicos para la reparacidén y regeneraciéon del tejido

o la funcion de un 6rgano”(z).

En 1993 Langer y Vacanti (3 resumieron los desarrollos
anteriores en este campo y definieron la ingenieria tisular como:
‘un campo interdisciplinario que aplica los principios de
ingenieria y ciencias de la vida hacia el desarrollo de sustitutos
biol6gicos que restauren, mantengan y mejoren los tejidos o la

funcion de 6rganos”.

Segun Bianco y Gehron (4, la ingenieria tisular, en un sentido
clasico, implica el uso de células de 6rganos especificos para
sembrarse en andamiajes ex vivo. La naturaleza de la ingenieria

tisular basada en células, sirve para definirla y distinguirla de la



regeneracion tisular guiada, en la cual el andamiaje es
designado para estimular la regeneracién solamente por las

células residentes del sitio donde es transplantado.

La ingenieria tisular ha emergido recientemente como una
alternativa potencial al trasplante de tejidos o de 6rganos. Con
esta tecnologia la pérdida de un tejido o la falla de un 6rgano
puede ser tratada ya sea por implantacion de un substituto
disefiado biol6gicamente o alternativamente con sistemas de

perfusion ex vivo. ()

2. ELEMENTOS CLAVES DE LA INGENIERIA TISULAR

Los enfoques actuales en la regeneracion por medio de la

ingenieria tisular se basan en la siguiente triada:

2.1. Estrategias para formar una estructura vital de células,
tanto células autélogas completamente diferenciadas del
tipo deseado, como células madre que han sido aisladas y

expandidas in vitro para restaurar la funcion tisular,

2.2. Estrategias inductivas en las cuales se incorporen factores
de crecimiento adicionales o morfégenos dentro del

andamiaje/matriz para modificar el comportamiento celular,

2.3. EIl uso de un andamiaje tridimensional pasivo de matriz
extracelular para proporcionar un ambiente local que sea

conducente a la formacion de nuevo tejido (1, 5, 6).



Grafico 1. Diagrama de los estrategias de la ingenieria tisular

Andamiaje

Regeneracion

Tomado de Nakashima y Reddi 2003



2.1 COMPONENTE CELULAR: CELULAS MADRE

Una de las tesis actuales de la ingenieria tisular exitosa
afirma que se requieren células madre embrionarias, fetales o
postnatales, aisladas por protocolos complejos. Sin embargo,
como se discutira mas adelante, existen hallazgos recientes que

cuestionan esta afirmacion ().

Las células madre son células progenitoras indiferenciadas
gue mantienen este fenotipo por el ambiente y/o las poblaciones
celulares adyacentes, hasta que son expuestas y responden a
sefiales apropiadas. Tienen l|la capacidad de autorenovarse o
autoreplicarse durante periodos prolongados sin envejecer.
Poseen la propiedad de diferenciarse en multiples células mas
especializadas que se originan en cualquiera de las capas

germinativas, a lo largo de la vida del organismo (7, g).

Las células progenitoras o precursoras son similares a las
células madre porqgue mantienen el potencial de diferenciacion y
una alta capacidad de proliferacién, pero han perdido Ila

propiedad de autoreplicacién, al contrario de las células madre (7,

8)-

Investigaciones recientes sugieren la capacidad y el potencial
de las células madre adultas de diferenciarse en un amplio
espectro de fenotipos bajo circunstancias apropiadas. Esta
caracteristica ha sido denominada: “plasticidad de las células
madre” y esta provocada por la fusién de células madre con

células enddgenas especificas del tejido (g-11).



El reto en usar las células madre para la regeneracion tisular
es dirigir su diferenciacién en la via deseada. Ademas de su
capacidad para diferenciarse en multiples tipos de células, las
células madre interactiuan con el estroma del tejido en el sitio de
la implantacién, y en consecuencia repoblan el mismo con un tipo
de célula especifica. Esta propiedad, conocida como
desplazamiento, se cree que es regulada por moléculas de

sefializacion en el ambiente local (12).

Enfoques adicionales usados para conducir la diferenciacién
de células madre hacia el tipo de célula deseada, incluyen el co-
cultivo con un aislamiento de la misma, el uso de condiciones de
cultivo de células inductivas (por ejemplo, suplemento de medios

con factores de crecimiento) y modificaciones genéticas (s).

2.1.1. Células madre embrionarias

Desde el aislamiento inicial y caracterizacion de las células
madre embrionarias humanas, ha habido un interés significativo
en el uso potencial de estas células para la regeneracidn tisular.
Las células madre fetales o embrionarias se derivan de la masa
celular interior de blastocitos fetales y tienen la caracteristica de

ser pluripotenciales (s, 7).

En una percepcion simple, un 6vulo fertilizado representa el
fundamento de las células madre, debido a que es totipotencial y

puede desarrollarse en un organismo completo. (13).



En el desarrollo temprano, el ovulo fertilizado experimenta
varias rondas de division celular rapida antes de que las células
comiencen a especializarse. En el estadio de blastocitos del
desarrollo, se comienza a desarrollar un compartimiento
especializado denominado la masa celular interior. Las células
de la masa celular interior han sido denominadas células madre

embrionarias (13).

Grafico 2. Células madres embrionarias

Ovulo fertilizado Células en division Blastocitos
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Las células madre embrionarias son derivadas de la masa celular
interior de blastocitos embrionarios humanos. Se ha demostrado que
estas células tienen la capacidad de diferenciarse en diferentes tipos
celulares y pudiesen reemplazar o regenerar tejidos. Tomado de
Krebsbach y Gehron Robey 2002

A pesar de que las células fetales pareciesen tener un gran
potencial en el campo de la ingenieria de tejidos, el entusiasmo

respecto a su aplicacién ha sido afectado por consideraciones



éticas, religiosas, politicas, e igualmente por la escasez de
lineas celulares. Ademas existe la preocupacién de la posibilidad
de rechazo en el hospedero y la evidencia reciente que apunta al
potencial de formacion de teratomas y teratocarcinomas. Con el
objeto de soslayar algunos de estos topicos, se estan explorando
otras fuentes potenciales de células madre, como células madre
derivadas de la placenta y de la sangre del cordon umbilical (s, 7,

14).

2.1.2. Células madre adultas postnatales

Las células madre adultas postnatales son multipotenciales,
ya que por medio de estimulos apropiados, pueden inducir el
desarrollo de un numero de diferentes tipos de células dentro de
un tejido especifico, como osteoblastos, odontoblastos,

adipositos y células neuronales (is).

Las fuentes potenciales de células madre postnatales
incluyen células madre mesenquimaticas derivadas de la médula
O0sea, derivadas del musculo, de la epidermis, de los nervios, del

higado y del tejido adiposo (7).

En estudios in vitro, las células madre adultas
multipotenciales parecieran ser capaces de experimentar trans-
diferenciacion para formar otro tipo de tejidos, aunque el

significado de este fendmeno in vivo es incierto (s.



En conjunto las células madre adultas parecen estar
potencialmente méas limitadas, comparadas con las células madre
embrionarias, pues son dificiles de recolectar en suficiente
cantidad y requieren técnicas de aislamiento especializadas. s, 7)
Asi como las células madre embrionarias, existe evidencia
reciente que plantea la aparicion de tumorgenicidad, lo que
significa que se necesitan investigaciones adicionales para el
uso difundido de células madre adultas para la regeneracién

tisular (s).

2.1.3. Células madre alteradas genéticamente

Hallazgos recientes cuestionan el dogma segun el cual, tanto
las células madre fetales como adultas son necesarias para la
regeneracion tisular exitosa. Ciertos tipos de células de
mamiferos pueden ser inducidas a desdiferenciarse en células
progenitoras, cuando son estimuladas con sefiales apropiadas.
La poblacion de células derivadas de fibroblastos aisladas de la
grasa, dermis y encia, tienen un potencial significativo en la
regeneracion de tejidos duros, s6lo cuando son suplementadas
con factores de crecimiento especifico, ya sea por alteracion

genética o a través del suplemento con proteinas recombinantes

(5)-

Edwards y cols. (16 encontraron que preparaciones
relativamente inmaduras de células derivadas de fibroblastos,
pueden servir potencialmente como fuentes de células plasticas

diferenciadas para la regeneracion de tejidos, cuando son

10



alteradas con moléculas de sefalizacion y con la orientacién de

seflales locales en el ambiente de cicatrizacion.

Estas células no son verdaderas células madre, ya que soélo
son capaces de regenerar tejidos, cuando son alteradas
genéticamente con factores de crecimiento especificos o

morfégenos (is).

2. 2. ANDAMIAJE

El andamiaje es un soporte que proporciona un
microambiente fisicoquimico y biolégico tridimensional para el
crecimiento y diferenciacion celular, promoviendo la adhesion y
migracion celular. El andamiaje sirve como un transportador de
morfégenos para la terapia de proteinas y como un portador de

células para la terapia celular (17).

Se requiere una matriz biodegradable para facilitar la entrega
de células a la zona de la herida, asi como también para
proporcionar un soporte tridimensional para preservar el espacio

del defecto en anticipacion de la formacion de nuevo tejido (s).

El andamiaje ideal para la regeneracion tisular debe ser
relativamente facil de manejar, aceptar la incorporacion de
células, admitir la difusion Ilibre de células y factores de
crecimiento, permitir el establecimiento de un lecho vascular

para asegurar la supervivencia de las células implantadas,

11



inducir una respuesta inflamatoria minima y por dualtimo ser

biodegradable (s).

Sharma y Elisseeff en 2004 (15) agregan varias caracteristicas
para el andamiaje ideal como son: ser eficaz para el transporte
de nutrientes, oxigeno y desechos. Debe ser degradado
gradualmente 'y reemplazado por tejido regenerativo,
manteniendo las caracteristicas de la estructura tisular final.
Debe tener biocompatibilidad, carecer de citotoxicidad y debe

tener una adecuada resistencia fisica y mecanica.

En contraste a las situaciones ortopédicas, en las cuales el
andamiaje debe ser lo suficientemente fuerte para tolerar
inmediatamente fuerzas biomecanicas considerables, la fortaleza
puede ser de menor consideracién cuando se regeneran defectos
relativamente pequefios periodontales o dentales. Esto sin
embargo no obvia la necesidad de considerar el resultado del
efecto biomecanico de las fuerzas oclusales tanto en la denticidn
como en los tejidos subyacentes. Desde la perspectiva de los
agentes de recubrimiento pulpar, asi como para la regeneracién
periodontal, seria ventajoso tener una formulacion maleable o

inyectable, permitiendo que se adapte a la forma del defecto (s).

Una gran variedad de materiales han sido empleados como
matrices en la ingenieria tisular (19, 20y). LOS polimeros naturales,
como el colageno y el glucosaminoglicano ofrecen una buena
biocompatibilidad y bioactividad. Por otro lado los polimeros
sintéticos pueden tener caracteristicas fisicoquimicas

determinadas, como ritmo de degradacion, microestructura y
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resistencia mecénica. Los materiales sintéticos comunmente
utilizados son el acido (poli)lactico (PLA), el acido (poli)glicélico
(PGA) y sus copolimeros, el &acido (poli)lactico-co-glicélico
(PLGA). Los hidrogeles sintéticos incluyen los polimeros
basados en (poli)etilenglicol (PGE), y aquellos modificados con
péptidos de adhesién de superficie celular, como la arginina, la
glicina y el acido aspartico (RGD), que pueden mejorar la
adhesién celular y la sintesis de matriz dentro de la red

tridimensional (19- 22). (Grafico 3)

Los polimeros biodegradables sintéticos son materiales de
andamiaje atractivos debido a que pueden ser producidos
rapidamente con un amplio rango de propiedades reproducibles.
Ademas, la degradacién en el tiempo de estas matrices sintéticas
puede ser desighada para coincidir con la formacién del nuevo
tejido mediante células cultivadas. Esto puede permitir la
formacién de un tejido completamente natural, sin un cuerpo

extrafio permanente (22).

Grafico 3. Tipos de andamiajes
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A. Fotomicrografia de wuna malla basada en fibras de 4&cido
poliglicélico utilizado como matriz o andamiaje. B. Fotomicrografia de
una esponja porosa de acido polilacticoglicélico utilizado como matriz
0 andamiaje. Tomado de Baum y Mooney. 2000

Aunque los polimeros sintéticos han sido ampliamente
utilizados, tienen algunas desventajas inherentes. Sus productos
de descomposicion pueden tener un efecto adverso en la
cicatrizacion de la herida. (199 Ademas, las células afiadidas
necesitan ser sembradas dentro del material de matriz, lo cual
requiere de cultivos de células ex vivo por periodos de tiempo
prolongados. Adicionalmente estas células suelen tener la

dificultad para adherirse al polimero (s

El colageno tipo I, un componente mayor del hueso, la pulpa
dental, y el ligamento periodontal, es biocompatible y se ha
demostrado que promueve la regeneracion de defectos de tejido
duro en diferentes modelos. No obstante, los sistemas basados
en colageno por si mismos, son estructuralmente débiles (19).

La naturaleza porosa de los geles de alginato, un polisacarido

biodegradable, permite la migracion de células y proteinas
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reguladoras dentro de la red. Se ha sugerido que las
modificaciones quimicas disefiadas para acoplar la tasa de
degradacion del alginato a la formacién de nuevo tejido, pueden

aumentar significativamente la tasa de regeneracion tisular (23).

Los andamiajes que contienen compuestos inorganicos como
la hidroxiapatita y el fosfato de calcio se emplean para potenciar

la conductividad 0sea (24).

Los constituyentes de la matriz extracelular juegan un rol en
la mineralizacion, adhesion celular y la diferenciacién. EXxisten
métodos para mejorar las propiedades de los materiales de
andamiaje por medio de la introduccibn de fragmentos
biomiméticos (por ejemplo, la introduccion de secuencias de
péptidos de adhesién de integrinas tiene un potencial tremendo

en el campo de la regeneracion de tejidos) (25, 26).

Por otra parte, ningln material de matriz es adecuado para
todas las situaciones. Podria ser que la mezcla de dos o mas
materiales, disefiados para tomar ventajas del mecanismo ideal
y/o las propiedades biolégicas de los componentes individuales

pareciera convertirse en la opciéon mas promisoria (s).

2.3. MORFOGENOS/ FACTORES DE CRECIMIENTO
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El término morfogen es usado para describir un tipo particular
de molécula de sefalizacibn que actia directamente en las
células para inducir una respuesta celular distinguible en forma

dependiente a la concentracion (7).

Los morfégenos son moléculas de sefializacion secretadas
extracelularmente que gobiernan la morfogénesis durante las

interacciones epiteliales-mesenquimaticas (2s,29).

La regulacion tanto de la formacion del diente asi como del
aparato de insercion periodontal es mediada por una compleja
cascada de interacciones que involucran cuatro familias
principales de proteinas: proteinas 6seas morfogenéticas (BMPs,
por sus sigles en inglés de Bone Proteins Morphogenetic),
factores de crecimiento de los fibroblastos (FGFs, por sus sigles
en inglés Fibroblast Growth Factor), y la familia de proteinas
inhibitorias: proteinas sin alas o relacionadas con int (Wnts) y
proteinas hedgehog (HhsS) (, 28- 30).

De estas, las BMPs pareciesen ser determinantes como
reguladoras de la formacién de hueso y tejidos duros dentarios.
Las BMPs son una familia de factores de crecimiento que ejercen
su funcién, por la estimulaciéon de la diferenciacion de células
precursoras no comprometidas en osteoblastos. Un numero
reciente de articulos ha revisado la actuacién potencial de las

BMP en la regeneracion 6sea humana (17, 31- 34).

La familia de las BMP puede ser dividida en cuatro

subfamilias, primero las BMP2 y BMP4; segundo la BMP3 y
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BMP3B, conocida como factor de crecimiento/diferenciacién 10
(GDF10); tercero las BMP5, BMP6, BMP7 y BMP8 y por ultimo
GDF5, GDF6 'y GDF7, también [lamadas proteinas

morfogenéticas derivadas del cartilago 1,2, y 3 ().

Los mecanismos del desarrollo dentario, como son
morfogénesis, histogénesis, citodiferenciacién, asi como las
moléculas que se encuentran involucradas en estos procesos,
son de gran importancia para el estudio de la regeneracion
dentaria o de la reconstituciéon de un 6rgano dentario debido a

gue estos mecanismos pareciesen ser similares.

3. DESARROLLO DEL COMPLEJO DENTINO-PULPAR

17



La dentina es un tejido conectivo mineralizado avascular
anico, que representa la mayor parte del diente. Esta por debajo
del esmalte en la corona y del cemento en la raiz,
proporcionando un soporte estructural a estos tejidos y de
elasticidad al diente. En el diente maduro, la dentina encierra un
tejido conectivo blando, ricamente inervado Yy altamente
vascularizado, la pulpa dental. La dentina y la pulpa se derivan
de la papila dental, cuyas células migran al primer arco branquial
desde el interior del ectomesénquima de la cresta neural craneal.
Estos tejidos se mantienen intimamente asociados durante el
desarrollo y a lo largo de toda la vida del diente y por

consiguiente, son referidos como el “complejo dentino-pulpar”

(35).

A pesar de que el diente es un dérgano unico, los principios
que dirigen su desarrollo son semejantes morfolégicamente a los
de otros 6rganos como pulmones, higado, corazéon, glandulas
mamarias y foliculo del cabello (35.33). El mecanismo central que
regula la morfogénesis de esos oOrganos estd dado por las
interacciones entre el ectodermo y el mesénquima, dos tejidos
con diferentes origenes (35, 36). La morfogénesis dentaria es un
proceso avanzado regulado por interacciones dinamicas,
secuenciales y reciprocas entre los tejidos epiteliales vy
mesénquimaticos, especificamente entre el ectodermo derivado
del epitelio estomadeo y del mesénquima derivado de la cresta
neural (s, 35, 36, 39, 40). EN este proceso el ectodermo oral simple
se engrosa, brota, crece, y se pliega para formar la forma

compleja de la corona dentaria (g, 35-40).
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3.1. ETAPAS DEL DESARROLLO DENTARIO

El desarrollo dentario ocurre en distintas etapas facilmente
reconocibles a nivel microscopico. Por consiguiente, las etapas
de la odontogénesis son descritas por la apariencia histolégica
del 6rgano del diente, a saber: etapa de la lamina, de brote, de
casquete y de campana. Sin embargo la literatura moderna utiliza
una terminologia funcional para describir la odontogénesis en
cuatro fases: iniciacion, morfogénesis, diferenciacion celular o

citodiferenciacion y aposicion de matriz (ss).

Grafico 4. Etapas del desarrollo dentario

Periodo de Periodo de Periodo de

Lamina dental Brote Casquete Campana Erupcion

i T
=== N\

l:“\ Esmalte
S Dentina

Pulpa

Iniciacién t Morfogénesis f Citodiferenciacion Aposicién de matriz

Tomado de Nakashima y Reddi. 2003
La fase de iniciacién comienza con el engrosamiento del

epitelio oral y la formacion de la lamina dental (6, 35, 37, 39, 41, 42).

En ratones esto puede observarse al dia 11 de la embriogénesis
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(E11) marcando las posiciones de las formaciones dentales en la
superficie oral del primer arco branquial. En los humanos esto
ocurre a la sexta semana del desarrollo embrionario (35, 39).
(Grafico 5)

En la fase de morfogénesis, el epitelio de la lAmina dentaria
prolifera en sitios localizados, formando una serie de
engrosamientos redondos o alargados denominados brotes que
dan origen al nombre de esta etapa; estos se extienden hacia el
mesénquima subyacente y se invaginan en éste. El mesénquima
gqueda rodeado del epitelio dental formando la papila dentaria,
gque da origen a la pulpa y a los odontoblastos que forman la

dentina , 35, 39, 42).

Las células periféricas del mesénquima dental comprenden el
brote dentario y se extienden alrededor del epitelio dental
formando el 6rgano del esmalte, que por invaginacion presenta
una forma de casquete, siendo éste el estado evolutivo

denominado estadio de casquete (s, 39, 42).

La capa celular exterior del 6rgano del esmalte se denomina
epitelio externo del esmalte, mientras que la interna se denomina
epitelio interno del esmalte. Las células epiteliales del interior
del o6rgano del esmalte estan separadas por una sustancia
intercelular compuesta por glucosaminoglucanos &cidos,
producidos por las células epiteliales que se pueden distinguir en
un reticulo celular, el reticulo estrellado. Las células del epitelio

externo del esmalte son cubicas, mientras que las células del
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epitelio interno se transforman en cilindricas, debido a que se

diferencian en ameloblastos (41, 42).

Para este momento, la constante invaginacion del 6rgano del
esmalte le ha conferido una forma de campana, por lo que se

habla del estadio de campana (g, 39, 42).

En la fase de citodiferenciacién, las células
mesenquimaticas de la papila dentaria cercanas al epitelio
interno del esmalte, se diferencian poco después del desarrollo
de los ameloblastos formando un estrato de células altas vy
cilindricas, los odontoblastos, que forman una capa densa

semejante a un epitelio: la dentina (6, 39, 42).

Con el -engrosamiento de la capa de dentina, los
odontoblastos retroceden hacia la papila dental, dejando una fina
prolongacion citoplasméatica — el proceso odontoblastico- en la
parte posterior de la dentina. La capa de odontoblastos persiste
durante toda la vida del diente y constantemente produce
predentina, que en una etapa ulterior se transforma en dentina.
Las células restantes de la papila dental forman la pulpa del

diente (41).

Entre tanto, las células epiteliales del epitelio dental externo
se diferencian en ameloblastos, que son las células que forman
el esmalte-. Estas células producen largos prismas de esmalte
gue se depositan sobre la dentina. La capa de contacto entre las
capas de &esmalte y de dentina se denomina unidn

amelodentinaria (a1).
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Luego de la formacion de la corona del diente comienza el
desarrollo de la raiz. A la altura del futuro cuello se pliegan los
epitelios externo e interno del esmalte formando la vaina
radicular epitelial, que da origen a la raiz. La vaina radicular
crece hacia abajo y penetra en el mesénquima donde induce el
desarrollo de odontoblastos, que dan origen a la dentina de la
raiz. A medida que se forma la dentina radicular, desaparece la
vaina radicular epitelial para producir la formacion de una capa
de cemento alrededor de la dentina. El cemento es producido por
cementoblastos que se diferencian del mesénquima circundante y
se pueden considerar osteoblastos modificados. El mesénquima
circundante se ha diferenciado en una estructura semejante a
una capsula que rodea todo el primordio dentario: el saco
dentario. Junto a los odontoblastos, da origen a la membrana

periodontica. Esta es la etapa de aposicion de matriz (, 39, 42).

Grafico 5. Estadios tempranos del desarrollo dentario en molar en

embriones humanos y de ratones
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Raton Humano

E11.5d
LE]
E135d

Ef2.5d
E14.5d

(A-D): (A) EI germen dentario del molar de ratén en la etapa de
lamina, (B) en la etapa temprana de brote, (C), en la etapa tardia de
brote y (D) en la etapa de casquete. (E-H): (E) El germen dentario
del molar humano en la etapa de lamina, (F) en la etapa temprana de
brote, (G) en la etapa tardia de brote y (H) en la etapa de casquete.
Abreviaciones: DE, epitelio dental; DM, mesenquima dental; DP,
papila dental; EK, nudo de esmalte; Tomado de Zhang y cols., 2005

3.2. REGULACION MOLECULAR DEL DESARROLLO
DENTARIO

El uso de cultivos de 6rganos dentarios y técnicas
recombinantes, asi como la aplicacién de métodos moleculares y
genéticos modernos, significa un adelanto en la comprension de

los genes responsables de la morfogénesis dentaria (ss).

Los dos grupos principales de moléculas que estan
involucradas en el intercambio reciproco de informacién entre el
epitelio y mesénquima del diente, son los factores de
transcripcion y los factores de crecimiento. Los factores de
transcripciobn son proteinas que se unen al ADN cerca del
comienzo de la region de transcripcién del gen. Estos regulan la
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expresion génica, ya sea facilitando o inhibiendo la union de la
enzima ARN polimerasa al ADN, involucrada en la iniciacion y
mantenimiento de la transcripcién. Los factores de transcripcion
se encuentran rara vez en grandes cantidades y no son
secretados fuera de la célula. En general, desempefian funciones
criticas celulares o especificas a los tejidos. (35).

Los factores de crecimiento son proteinas secretadas, que
son capaces de unirse a receptores especificos en la superficie
de la célula. Las interacciones subsecuentes con Ilos
componentes de la membrana citoplasméatica, conducen a una
serie de eventos intracelulares complejos (transduccion de
sefales) que resultan en una expresion génica modificada, estos
cambios activan el crecimiento y la diferenciacién celular. La
mayoria de los factores de crecimiento son sintetizados a niveles
mas altos que los factores de transcripcion y desempefian
funciones versatiles. En muchos casos, las funciones de un
factor de crecimiento se superponen con aquellas relacionadas al

miembro de la familia a la cual pertenecen (ss).

Existen numerosas moléculas de sefiales paracrinas de varias
familias que estan involucradas criticamente en el desarrollo
dental embrionario ya que median la comunicacion celular

durante este proceso (se).

Los cambios moleculares en el mesénquima dental estan
afectados por las siguientes familias de moléculas: proteinas
O0seas morfogenéticas (BMPs), factor de crecimiento fibroblastico

(FGF), las familia de proteinas inhibitorias mutuamente:

24



proteinas sin alas o relacionadas con int (Wnts) y proteinas
hedgehog (Hhs) (s, 35 36 39). Y también por moléculas
transcripcionales como la Msx-1, Msx-2, y genes homeobox, Lef-
1y Pax9 (5. (Grafico 6)

Otras moléculas de sefializacién incluyendo los genes notch,
factor de crecimiento epidermal, factor de crecimiento de
hepatocitos y familias de factores de crecimiento derivado de las
plaquetas, pueden también influenciar el desarrollo dentario; sin
embargo, todavia queda por ser dilucidada la naturaleza exacta

de su intervencion (ss).

Aun cuando estas sefiales regulan principalmente las
interacciones entre el ectodermo y el mesénquima, también

median la comunicacion dentro de cada capa de tejido (s, 36, 39).

Los genes regulados por las diferentes sefales incluyen
factores de transcripcion y receptores de sefiales que regulan la
capacidad de las células para responder a las siguientes
sefiales, asi como a nuevas sefiales que actuan reciprocamente,
y en consecuencia continda la comunicacion entre células y

tejidos (28, 43).

Las mismas sefiales son utilizadas secuencialmente durante
todo el proceso de morfogénesis, y muchas sefiales a menudo
muestran co-expresion. Un rasgo caracteristico del desarrollo
dentario es la aparicion de centros de sefializacidon transitoria en

el epitelio durante los pasos claves de la morfogénesis. Estos
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centros de sefializacion expresan mas de diez moléculas de

sefiales diferentes que incluyen Shs, BMPs, FGFs y Wnts. (ze).

El primer centro de sefializacion aparece en el placoda dental
cuando comienza el brote epitelial. Posteriormente, en la
transicion brote-casquete aparece otro centro de sefializacion, el
nudo del esmalte Este regula la morfogénesis avanzada de la
corona del diente y controla la iniciacion de nudos de esmalte
secundarios en los sitios de pliegos epiteliales que marcan la

formacion cuspidea (s, 39, 44- 46). (Grafico 7)

Las células del nudo del esmalte expresan, en patrones
anidados, diferentes moléculas de sefiales que incluyen Shh,
Bmp-2, Bmp-4 y Bmp-7; Fgf-3, Fgf-4, Fgf-9 y Fgf-20; Wnt-3, Wnt-
10a y Wnt-10b. Las sefiales del nudo del esmalte afectan tanto a
las células del epitelio como a las células del mesénquima, y asi
como las interacciones reciprocas entre el mesénquima y el
epitelio son responsables del mantenimiento del nudo del
esmalte, también lo son para la morfogénesis subsiguiente del
epitelio. Las sefiales del nudo del esmalte también regulan el
modelaje de la corona dentaria, ya que influencian la iniciacién
de nudos de esmalte secundarios que expresan una mayor parte
de las mismas moléculas de sefiales que los nudos de esmalte
primarios. Estos se forman en una secuencia exacta vy
determinan los sitios donde la lamina epitelial se pliega y
comienza el desarrollo de las cuspides. El desarrollo de éstas es
regulado por sefales de los nudos de esmalte primarios y
secundarios previamente formados, junto a las sefales

mesenquimaticas (zs).
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Grafico 6. Regulacion del molecular del desarrollo dentario
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El dibujo esquematico ilustra el principio general del desarrollo de los
organismos multicelulares, demostrando que las células y los tejidos
se comunican por medio de moléculas de sefiales, las cuales son
utilizadas reiterativamente durante la morfogénesis avanzada. La
variacion en la respuesta celular a las mismas sefales, en diferentes
tejidos y en diferentes momentos, es causada por las diferentes
historias de las células, determinando su capacidad para recibir y
responder a las sefales Sin embargo la red de sefializacién que
regula la morfogénesis dentaria es mucho mas compleja que la
representada en esta ilustracién esquematica. Tomado de Thesleff 2003

Grafico 7. Nudos de Esmalte

Hmp2? Fufd

7.1 El nudo del esmalte primario expresa muchas moléculas de
sefializacién como Bmp-2 y Fgf-4. Analisis de hibridacién In situ de
secciones al final del estadio de casquete del germen. Tomado de
Thesleff y cols. 2001.

7.2 El nudo del esmalte secundario expresa
muchas moléculas de sefializacion como
familias de BMP, FGF, hedgehog, y Wnt.
Ademas, algunos factores de transcripcién
como Lefl, son co-localizados con las
seflales (A) Seccion de tejido en el periodo
de campana mostrando la expresion de Lefl
en el nudo de esmalte secundario. (B)
Hibridizacion in situ del germen dentario
demuestra que la expresién de Lef-1 en el

B ' nudo del esmalte corresponde a la formacién
de las cuspides. Esta vista oclusal muestra 4

> nudos de esmaltes secundarios en el

2 .’ segundo molar (derecha). La linea

demuestra la localizacién de la seccién en

90 jum
o (A) Tomado de Thesleff y cols. 2001
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3.3. DIFERENCIACION DE ODONTOBLASTOS

La diferenciacion de odontoblastos es iniciada en la punta de
la cuspide en la capa mas periférica de las células de la papila
dental, las cuales se alinean en la interfase epitelial-
mesenquimatica y siguen tres pasos: induccién, competencia y

diferenciacion terminal (ss).

El primer paso comienza por medio de sefales inductivas
provenientes de las células epiteliales internas, en su mayoria
miembros de la familia del factor de crecimiento transformador
beta (TGF-B) tales como BMP-2, BMP-4 y TGF-B1, las cuales
gquedan parcialmente aisladas en la lamina basal donde se
alinean las células periféricas de la papila dental (ss).

El siguiente paso es la competencia, en la cual se ha
completado un numero determinado de divisiones celulares y las
células expresan receptores de factores de crecimiento

especificos (ss).

En la fase final de la division celular, s6lo la capa mas
periférica de células subyacentes a la lamina basal responde a
seflales de epitelio dental interno para diferenciarse en
odontoblastos. Asi, la capa subodontoblastica de células de la
papila dental, representa a las células de la papila dental, que
son ceélulas competentes expuestas a la mismas sefales
inductivas que los odontoblastos diferenciados, pero carecen de

la sefial final (35).
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Los odontoblastos diferenciados son células postmitdsicas las
cuales son morfologicamente diferentes a las células de la pulpa
dental. Debido a que la diferenciacidén ocurre en direccion apical,
la forma redondeada a cuboidal de estas células cambia a una
forma columnar alta. A nivel subcelular, las células adquieren un
aparato sintético y secretor por medio del desarrollo de un
reticulo endoplasmatico rugoso extendido y del aparato de Golgi
junto con numerosos lisosomas. El nucleo se mueve al polo
opuesto de la célula en una posicion contraria al interior de las
células de la papila dental para acomodar las organelas y para
prepararse para la secrecion de los componentes de matriz de
dentina de manera apical y unidireccional. La repolarizacién del
nucleo es uno de los signos de la terminacién de diferenciacién

del odontoblasto (3s).
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4. TERAPIA DE CELULAS MADRE EN MEDICINA

La terapia de células madre puede ser definida como el
tratamiento de la enfermedad por la movilizacién o trasplante de
células madre autdlogas o alogénicas en el hospedero. EI
principio fundamental de la terapia de células madre es que
después que las células indiferenciadas son dirigidas al
hospedero lesionado y migran hacia el sitio de la herida, estas se
diferencian bajo la influencia de sefiales locales, en células de

fenotipo apropiado (7).

Las células madre adultas son las primeras candidatas para
la terapia celular en vista de que son faciles de aislar y tienen un
potencial amplio de diferenciacion y proliferaciéon in vitro. Gran
cantidad de evidencia cientifica apunta al potencial terapéutico
de estas células en estudios preclinicos y en modelos clinicos (7).
La médula 6sea es una fuente rica de estas células; también
estas células han sido aisladas de la grasa (s, del muasculo
esquelético (47), de los dientes deciduos humanos (4s), y del hueso

trabecular (9.

El trasplante de células madre hematopoyéticas ha sido

utilizado para el tratamiento de la leucemia y tumores (o).
Algunos ejemplos notables del uso terapéutico de las células

madre mesenquimaticas de la médula O0sea adulta han sido

reportados recientemente.
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Orlic y cols. en 2001 51y demostraron que la dispensacion
local de células derivadas de la médula 6sea puede generar un
“novo miocardio”, lo que indica que la terapia de células madre
puede ser de utilidad en el tratamiento de la enfermedad

coronaria de las arterias.

Toma y cols. (2002) (s2) reportaron que las células madre
mesenquiméticas derivadas de la médula 6sea humana, cuando
son dispensadas por infusién en un ratén inmunocomprometido,
se pueden injertar al miocardio normal y diferenciar en fenotipos

de cardiomiocitos.

En concordancia con esta investigacién Stamm y cols. 2003
(53). demostraron la utilidad practica de esta metodologia en un
estudio que involucré reparto de células de la médula 6sea en la
zona afectada en pacientes con infarto al miocardio. El resultado
de este tratamiento fue la mejoria dramatica en la funcién global

del corazén.

Igualmente, Deb y cols. en 2003 (s4) describieron el injerto de
cardiomiocitos derivados de la médula 6sea en un corazén adulto

seqguido del trasplante de células de la médula Osea.
Las células madre de la médula 6sea se han aplicado en la

regeneracion de higado (ssy, hueso (se), riibn (s7, sg), y sistema

nervioso central (sg).
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Por otro lado, ha habido mucho interés en las células madre
nerviosas como agentes terapéuticos para reparar y regenerar el

cerebro y la medula espinal (s9).

El concepto de regeneracion del sistema nervioso central que
recapitula el desarrollo neural normal, incluye:

- Recrecimiento de los axones de las neuronas dafiadas.

- Reabastecimiento de las células nerviosas (neuronales)

- Reconstruccion de las funciones nerviosas (sg).

Se han aislado células madre con la capacidad de
diferenciarse en neuronas, astrocitos y oligodendrocitos de la

médula espinal de ratas (o).

Kim y cols. en 2002 (1) utilizando un modelo animal de
enfermedad de Parkinson, encontraron que las células madre
embrionarias pueden formar neuronas con dopamina, alentando
el uso de las células madre embrionarias en la terapia de

reemplazo celular de la enfermedad de Parkinson .

En el area de la medicina ortopédica, hay muchos ejemplos
de aplicaciones que involucran el uso de células madre, tales
como la fusioén espinal (¢2), la reparacion de defectos focales en

el cartilago articular (s3), y en defectos de craneotomia (ga).

Las ceélulas madre derivadas del muasculo presentan
propiedades tanto de las células madre hematopoyéticas como
de los mioblastos, y potencian la regeneracién de los vasos

sanguineos, musculo y hueso (s).
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Las células madre mesenquiméticas tienen la capacidad de
migrar a sitios de heridas, por ejemplo, en fracturas 6seas (s,
67), infarto de miocardio (ss), lesion isquéemica cerebral (g9,
lesiones de las articulaciones de la rodilla (79). Sin embargo, los
mecanismos que guian el desplazamiento de células inyectadas

o implantadas, permanecen inciertos.

La eleccion de la fuente de tejido esta dirigida por la
disponibilidad, asi como también por el grado de caracterizacién
de las células madre/progenitoras en términos de marcadores de
superficie y vias de diferenciacion y la consistencia de
preparaciones. La inmunogenicidad generalmente débil de las
células madre mesenquimaticas tiene amplias ventajas e

implicaciones para la terapia celular alogénica (7).

El trasplante de riién puede proporcionar una funcion renal
completa en pacientes con insuficiencia renal, sin embargo tiene
los riesgos de producir infecciones oportunistas y el desarrollo
de malignidad debido al requerimiento de inmunosupresion por
largos periodos. Asi mismo, la disponibilidad de érganos para
trasplante, es limitada. Para una tratamiento de reemplazo (o
trasplante) renal mas completo, se ha desarrollado un rifion
bioartificial que consiste en un hemofiltro sintético en serie con
un dispositivo de asistencia de tubulo renal (RAD) que contiene

células humanas tubulares (71).
Otro enfoque potencial es la clonacién terapéutica. Se han

inyectado nucleos de células epiteliales (cutdneas) en un ovocito

donante enucleado para formar cuerpos embrioides. Tras la
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diferenciacién en cardiomicitos con un coctel especifico de
factores de crecimiento, se puede reinyectar en un paciente o
emplear con un andamiaje biodegradable para generar un parche
artificial para el corazon (7). No obstante, todavia queda un largo
camino por recorrer hasta la creacion de un corazén artificial

funcional.

A pesar de que la informacion preclinica preliminar demuestra
la seguridad y eficacia del tratamiento con células madre
mesenquimaticas, todavia quedan muchas preguntas por
contestar, tales como la farmacocinética de las células
trasplantadas, los mecanismos de migracion hacia el blanco,
implantacion, y diferenciacién in vivo. La medicina clinica esta
entrando en una nueva era muy interesante. Estos enfoques
terapéuticos de vanguardia proporcionaran oportunidades para el
uso de células madre mesenquimaticas en una mayor variedad

de aplicaciones (7, 10).
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5. TERAPIA GENICA

La terapia génica ha sido utilizada recientemente como medio
de dispensar genes que codifican para factores de crecimiento,
morfégenos, factores de transcripcion, y moléculas de la matriz
extracelular dispensadas localmente, en células soméaticas de
individuos con un efecto terapéutico resultante. El gen puede
estimular o inducir un proceso bioldégico natural por medio de la
expresiéon de unas moléculas implicadas en la respuesta

regenerativa para el tejido de interés (73).

El uso de Ila ingenieria tisular mejorada con genes
potenciadores (GETE, por sus siglas en ingles Gene-enhanced
tissue engineering), requiere que los genes sean introducidos
dentro de las células por medio de algunas metodologias. Las
diversas técnicas para introducir acidos nucléicos dentro de las
células, se pueden agrupar en las categorias quimicas, fisicas, y
virales. Cuando se utilizan medios quimicos o fisicos, estos son
ejemplo de transfeccion. Cuando se utiliza replicacién
incompetente de vectores virales, el término es transduccion. La
introduccion de ADN por medio de tipos regulados o por
replicacion competente de vectores virales se denomina

infeccion (s).

5.1 Técnicas para introducir genes en el interior de la célula

5.1.1 Métodos quimicos: Utilizan sustancias tales como fosfato

de calcio, dietilaminoetil-dextran, lipidos cationicos, polimeros
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organicos como polietilenimina PEI, proteinas como las
integrinas, transferrinas y péptidos como sulfato de protamina
para lograr la dispersion de genes dentro de las células (5. Cada
una de estas sustancias presenta ventajas y desventajas

individuales.

La co-precipitacion de ADN con fosfato de calcio es de bajo
costo, es un procedimiento facil y presenta una eficacia
razonable de transfeccién, sin embargo, entre sus desventajas se
puede mencionar que presentan sensibilidad a la contaminacion
de preparaciones de ADN, cambios menores de pH,
concentracién de sal y temperatura, resultando a menudo en una

pobre reproducibilidad. (s).

El dietilaminoetil-dextran presenta entre sus ventajas bajo
costo, simplicidad y reproducibilidad, y entre sus desventajas la
falta de utilidad para obtener transfeccion estable y lo méas
importante que es efectivo s6lo para un numero limitado de tipos

celulares como los macrofagos (s).

Los lipidos catidonicos tienen la capacidad de transfeccion de
un gran numero de tipos celulares, asi como una alta eficiencia
en la transfeccion transitoria. Es de facil manipulacion y buena
reproducibilidad; sin embargo son mas costosos que el fosfato de
calcio y dietilaminoetil-dextran. Otra desventaja es que se ha
observado que algunas células primarias como neuronas, células
dendriticas y células endoteliales no son efectivamente
transfectadas y la transfeccion no resulta efectiva para

aplicaciones directas in vivo en presencia de suero. Aun asi, la
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lipofeccion o transfeccion con lipidos es el método mas popular

para la transfeccion in vitro (s.

Los polimeros organicos son de facil manejo y eficientes
para la transfeccién en algunos tipos celulares, aunque en menor
grado comparado con la lipofeccion y la aplicabilidad para el uso
in vivo. Su mayor desventaja es el costo. Las proteinas y
péptidos mejoran la eficiencia de transfeccion en cierto tipo de

células aunque el proceso es muy costoso y complejo (s).

5.1.2 Métodos fisicos y mecanicos de transferencia de genes:

Tienen como ventaja su simplicidad y ademéas evitan el uso de
sustancias quimicas o proteinas virales que pueden
potencialmente evocar una respuesta inmune. La desventaja de
esta metodologia es que los mismos son principalmente limitados
a la expresion transitoria en la mayoria de los tejidos, excepto
los musculos, donde se puede obtener una expresion por un
periodo prolongado. Entre los métodos fisicos se encuentran el
biolistico o pistola de genes, la electroporacion, la

microinyeccion y la transfeccion de ADN desnudo (s).

a) Método biolistico: El ADN es revestido sobre particulas de
metal y es disparado en las células a alta velocidad por fuerza
electroestatica o presion de gas, por esta razon este meétodo es
también denominado pistola de genes. La ventaja de este
sistema es su simplicidad, no presenta limitaciones en el tipo
celular transfectado, ni tiene limites en el tamafio y niumero de

genes a transfectar. La desventaja principal es la baja eficiencia
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de transfeccion ya que pocas células expresan el ADN. Ademas,
existe la probabilidad de lesionar los tejidos cuando se usa in
vivo. Este método es actualmente el ma&s conveniente para las

aplicaciones de inmunizacion de ADN (s).

b) Electroporacién: Involucra el tratamiento de células con un
pulso muy rapido de corriente de alto voltaje, que resulta en una
perturbacion de la membrana celular y la formacién transitoria de
poros. El ADN pasa a través de estos poros hacia el citoplasma.
La ventaja de este sistema, es que se puede tedricamente
trabajar con cualquier tipo celular, sin limitaciones en el tamafio
de ADN. Entre las desventajas se encuentra que se requiere un
esfuerzo significativo para optimizar la técnica (duracién y fuerza
del pulso) para cada tipo celular, por lo que se ha observado un
alto grado relativo de muerte celular. Por otro lado la eficiencia
de transfeccion es a menudo baja en comparacién con otros
métodos. Este método es aplicable en la mayoria de los estudios

in vitro, y también se ha reportado en algunos estudios in vivo

(5)-

c) Microinyeccién: Es la inyeccion directa de ADN al nacleo de
una célula usando una micropipeta de vidrio. Este método ha
sido utilizado en células madre embrionarias y en otras lineas de
cultivos celulares. Las ventajas de este sistema son: la alta
eficiencia de transfeccion y la carencia de limitaciones en el
tamafio de ADN inyectado. Tiene muchas desventajas: la
necesidad de invertir en equipos especializados, entrenamiento
del personal y el alto costo de la automatizacién del proceso, por

esta razén la microinyeccion no es practica para la mayoria de
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las aplicaciones de transferencia de genes que requieren la

produccion de un gran nimero de células transfectadas (s).

d) Transfeccion de ADN desnudo: Es aplicable sélo a algunos
tejidos, como el masculo, obteniéndose una transfeccion efectiva
de células musculares in vitro. No obstante, este método no es
muy efectivo en otros tipos de células o en estudios in vivo,
posiblemente debido a la degradacibn de ADN previo al

crecimiento celular (s).

e) Vectores virales: Son virus genéticamente alterados para
eliminar la capacidad de provocar enfermedad sin perder su
capacidad de infectar la célula. Los virus pueden replicar genes
de interés junto con su propio genoma, mediante el uso de la
magquinaria genética de la célula hospedera. Actualmente se
estan desarrollando adenovirus, retrovirus, virus
adenoasociados, virus del herpes simple, y lentivirus (s, 74, 75).

Cada sistema viral tiene sus fortalezas y debilidades.

5.2 Métodos de transferencia de genes

Para una terapia génica exitosa es esencial la ubicacion
precisa y transferencia eficaz de genes a células tisulares diana,
la valoracion rapida de la expresion de genes en los tiempos
requeridos, y los niveles apropiados y la minimizaciéon de la

toxicidad sistémica indeseable (17).

40



Para la terapia génica, se pueden emplear los métodos in

VIiVO Yy eX ViVO (17).

5.2.1 Método in vivo: El gen se libera sistémicamente al torrente
sanguineo o localmente a los tejidos diana por inyeccion o
inhalacion (74). Por ejemplo, muchos genes tales como los
factores de crecimiento endoteliales vasculares (VEGF)
angiopoyetina, factor de crecimiento fibroblastico (FGF) y factor
de crecimiento de los hepatocitos (HGF) han sido transferidos
directamente en los tejidos. Se ha demostrado en estudios
preclinicos la eficacia de la estimulacion de angiogénesis para

mejorar la insuficiencia cardiaca y vascular de miembros (7¢).

5.2.2 Método ex vivo: Implica la manipulacién genética de
células in vitro, las cuales son subsecuentemente trasplantadas
en la zona de regeneracion. Por ejemplo, el desarrollo de una
poblacién celular pura de células mesenquiméticas transducidas
con morfégenos o factores de crecimiento como genes que
codifican para BMP, Sonic hedgehog (Shh), factor de crecimiento
de tipo Insulina (IGF) son implantados en el sitio del defecto de

cartilago o hueso (74, 77, 78).

Las células juegan un rol no s6lo en el proceso de reparacién
sino también en la secrecion de factores de crecimiento local
para estimular a las celulas hospederas (79). La seleccion del
método in vivo 0 ex vivo depende en las caracteristicas
morfoldgicas y fisiolégicas del tejido diana, el vector utilizado, la

naturaleza de la enfermedad y la seguridad del procedimiento

(74)-
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Los sistemas de dispensacion no viral de plasmidos,
péptidos, liposomas catiénicos, complejos de ADN-ligandos,
pistola de genes, electroporacion y sonoporacién han sido
desarrollados para abordar con seguridad preocupaciones como
inmunogenicidad y mutagénesis insercional (74). La mayoria de
los riesgos de la terapia génica puede producirse por el sistema
vector, mas que por el gen expresado (74). Para la aplicacion
clinica extendida todavia hay que esperar el desarrollo de
vectores seguros, econdémicos, eficientes, simples de aplicar y
con capacidad de expresar el nivel requerido de transgenes a

largo plazo (7g).

42



6. REPARACION Y REGENERACION DEL COMPLEJO
DENTINO-PULPAR

Durante el desarrollo del diente, las interacciones entre las
células epiteliales interiores del érgano del esmalte y las células
mesenquimaticas de la papila dental inducen la diferenciacién de
ameloblastos y odontoblastos, cada uno de los cuales deposita
matrices mineralizadas especializadas, el esmalte y la dentina,
respectivamente. (s, 26, 35.41). Una vez formadas, estas matrices no
experimentan remodelacion, como ocurre con el hueso, el cual se
remodela a lo largo de la vida postnatal. No obstante, después
de la erupcién del diente, la actividad secretora de los
odontoblastos disminuye, aunque continla produciendo dentina

secundaria a un nivel mas bajo. (35, so).

El tejido pulpar puede ser capaz de repararse posteriormente
a una agresion tal como la lesion en la dentina causada por
trauma mecanico, exposicion a agentes quimicos o procesos de
enfermedad. Estos estadios de cicatrizacion de la pulpa se
asemejan al de otros tejidos duros. Dependiendo de varios
factores, las células odontoblasticas post-mitoticas
sobrevivientes pueden segregar dentina terciaria denominada
dentina reparadora go). Alternativamente, las células de la pulpa
dental pueden diferenciarse en células similares a odontoblastos
bajo la influencia de factores de crecimiento especificos para
luego formar dentina reparadora (g1, s2). Esta dentina reparadora
es una matriz mineralizada poco organizada que sirve como una

barrera protectora para la pulpa dental (so).
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Gréafico 8. Reparacion posterior de la injuria

Injuria pequena en el diente, Injuria severa en el diente.
restauracion pequena. restauracion grande.
sin exposicion pulpar con exposicion pulpar

1. Injuria de la dentina por caries/ preparacion 1. Exposicion pulpar por caries/ preparacion
de la cavidad y restauracion de la cavidad lesiona los odontoblastos

2. Moléculas bioactivas liberadas de la dentina : ; . . .
55 =7 2. Moléculas bioactivas liberadas de la dentina
3. Aumento en la secrecion de la actividad

de odontoblastos 3. Proliferacion/ migracion/ y diferenciacion

4. Deposicion de dentina terciaria de células precursoras de odontoblastos

Por odontoblastos primarios 4. Gradiente quimiotactico de las células al

sitio de la injuria

5. Deposicion de matriz de dentina
terciaria por las nuevas células
diferenciadas en odontoblastos

Tomado de Murray y cols. 2002

Los procedimientos clinicos para inducir la reparacion pulpar,
por medio del recubrimiento de la pulpa expuesta con diferentes
materiales, ha sido ampliamente reportado en la literatura. Entre
estos materiales el hidroxido de calcio ha sido “estandar de oro”
para el recubrimiento pulpar. Es efectivo en promover la
formacién de puentes dentinarios sobre pequefias exposiciones
pulpares, y se cree que esto esta relacionado a la combinacién
de su actividad antimicrobiana, atribuido a su alto pH y a la
capacidad de estimular la formacién de dentina terciaria, por la

liberacion de iones de calcio (g3, g4).
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No obstante, existen oponentes al uso del hidroxido de calcio
para los procedimientos de recubrimiento pulpar directo, quienes
citan, entre las causas del fracaso de este material, la porosidad
de los puentes de dentina que produce, su pobre adhesion a la
dentina y su inestabilidad para proveer un sellado a largo plazo
contra la microfiltracion (gsy. También se ha referido que el
hidréxido de calcio destruye una pequefia capa de tejido pulpar
subyacente al sitio de aplicacién, dejando una capa necrotica
debido a su alto pH (gs). Ademas bajo algunas condiciones, crea
cambios degenerativos tales como persistencia de la inflamacion

y calcificaciones distroficas en el tejido pulpar remanente (g7).

Hoy en dia, nuevos materiales han sido propuestos para la
terapia de recubrimiento pulpar, entre ellos los sistemas
adhesivos utilizados para las resinas compuestas (gg). Sin
embargo, el uso de materiales adhesivos de dentina con grabado
acido para recubrimiento pulpar es controversial (gg); y ha sido
contraindicado. (g0

de Souza en el afio 2000 (g90) realizd6 una revision de la
literatura existente acerca de la respuesta pulpar, seguida del
grabado acido total y la aplicacion de resinas adhesivas en
cavidades profundas o exposiciones pulpares. Al comparar la
evidencia cientifica de la terapia de recubrimiento pulpar directo,
en estudios en animales y humanos, encontré6 que muchos
estudios evaltan la morfologia y espesor de la capa hibrida, la
resistencia de adhesién de la dentina y la capacidad de sellado
de los sistemas adhesivos de dentina. No obstante, sélo pocos

estudios in vivo, han evaluado la biocompatibilidad de los
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sistemas adhesivos aplicados en la dentina profunda o
directamente sobre la pulpa.

Varios estudios donde se utilizan dientes de monos o de ratas
han reportado la cicatrizacion pulpar y formaciéon de puentes de
dentina con estos agentes. Este autor indica que los sistemas
adhesivos con autograbado pueden ser utiles y seguros cuando

son aplicados en la dentina (g0).

En contraste, se han reportado reacciones inflamatorias
persistentes y retraso en la cicatrizacion pulpar, en pulpas
humanas recubiertas con agentes adhesivos. Los resultados
observados en dientes de animales no pueden ser directamente
extrapolados a las condiciones clinicas en dientes humanos, por
lo que el recubrimiento con agentes acidos y resinas adhesivas

pareciese estar contraindicado (go).

Recientemente se ha propuesto el trioxido mineral agregado
como material alternativo de recubrimiento pulpar. El MTA es un
polvo que contiene finas particulas hidrofilicas de silicato
tricalcico, aluminato tricalcico, o6xido tricalcico, y oxido de
silicato. Este material endurece en la presencia de humedad,
previene la microfiltracion, es biocompatible y promueve la

formacion de dentina reparadora (g1).
Se ha encontrado que el MTA tiene la capacidad de inducir

una frecuencia significativamente mayor de formacion de puentes

de dentina, con menor inflamacion pulpar, y los puentes
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formados presentan mayor espesor comparados con los formados

con el hidroxido de calcio. (92, 93, 94)

Estudios in vitro (g95) € in vivo (g96) sugieren que el MTA puede
ser mas efectivo para inducir la formacion de tejido duro que el
hidroxido de calcio, posiblemente por medio de una reaccion
fisico-quimica en la cual los iones de calcio liberados reaccionan

con el fosfato de los tejidos para formar hidroxiapatita.

La posibilidad de usar una variedad de moléculas bioldgicas
para la sefializacion de la reparacion en procedimientos de
recubrimiento pulpar y otros tratamientos ha ofrecido
oportunidades importantes para el desarrollo de enfoques
biomiméticos en la odontologia restauradora. Una plétora de
moléculas, incluyendo factores de crecimiento, proteinas de la
matriz de dentina y otras moléculas de la matriz extracelular han
sido evaluadas por sus contribuciones potenciales para la
reparacion de tejidos pulpares (sas)

Estos estudios se han derivado en su mayoria a partir de
observaciones de la matriz de dentina, la cual es auto-inductiva,
obviando la necesidad del epitelio dental de enviar sefiales para

la diferenciacion de células similares a odontoblastos (sa).

Las observaciones histopatoldgicas de dentinogénesis en la
superficie de trozos de dentina, empujados dentro de la pulpa
durante preparaciones cavitarias han dirigido estudios en los

cuales se ha logrado la formacién de dentina reparadora cuando
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se implant6 en pulpas expuestas matriz de dentina

desmineralizada (sas).

A pesar del progreso alcanzado en la comprensién de los
mecanismos moleculares que controlan la diferenciacién de
odontoblastos y la formacién de puentes de dentina , el
mecanismo exacto de la cicatrizacion, asi como la naturaleza del
tejido duro formado después de la exposicion pulpar no ha sido
bien descifrado (97)

Los tejidos pulpares contienen células madre/progenitoras
gque potencialmente se diferencian en odontoblastos como

respuesta a morfégenos que pueden producir dentina reparadora

(17).

Existen dos estrategias para regenerar dentina. En primer
lugar se encuentra la terapia in vivo, donde las proteinas
morfogenéticas 6seas o0 los genes que codifican para éstas
proteinas son aplicados directamente a la pulpa expuesta o
amputada. En segundo lugar esta la terapia ex vivo que consiste
en el aislamiento de células madre/progenitoras del tejido pulpar,
su diferenciacion en odontoblastos inducida por el efecto de
proteinas 6seas morfogenéticas o por genes que codifican para
éstas proteinas, que son finalmente trasplantadas de manera

autégena para regenerar dentina (17)
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Gréafico 9. Elementos claves de la ingenieria tisular en la

regeneracion del complejo dentino-pulpar.
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6.1. CELULAS MADRE EN LA REGENERACION DE PULPA Y
DENTINA

En los primeros intentos en la regeneracién de dientes se han
utilizado estructuras dentarias en desarrollo o estrategias de
explantes de cultivos. Estudios recientes emplean enfoques de
ingenieria tisular basados en células madre para la regeneracién

de estructuras dentarias (zg)

Estos estudios de trasplantacién han demostrado que las
células madre de la médula 6sea y de la pulpa dental pueden
formar hueso o dentina in vivo (9s.102) Por medio de esta
estrategia, las células madre son recolectadas de la médula 6sea
o de la pulpa dental, luego son expandidas en el laboratorio,
cargadas en andamiajes o soportes apropiados, y localmente
trasplantadas adentro de bolsas subcutaneas en ratones. El
ambiente in vivo le permite a las células madre diferenciarse y

formar tejidos como hueso o dentina (13). (Grafico 10)

Utilizando la metodologia desarrollada para aislar vy
caracterizar células madre del estroma de la médula Osea
(BMSCs por sus siglas en ingles Bone Marrow Stromal Stem
cells), Gronthos y cols. en 2000 (9gy lograron aislar células madre
de la pulpa dental (DPSCs por sus siglas en ingles Dental Pulp
Stem Cells).

Estas células fueron caracterizadas por una morfologia

similar a los fibroblastos tipicos, y al ser comparadas con células

madre mesenquimaticas derivadas de la médula 6sea exhibieron
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el mismo inmunofenotipo. Sumado a esto, ambas poblaciones

celulares son capaces de formar depdsitos calcificados in vitro

(98).

Gréafico 10 (A y B) Células madre de la pulpa dental o de la médula

6sea

Células cosechadas de la
meduladsea o

de la pulpa dental Cultivos esqueétales Se montan las
o de células madre células dentro
de la pulpa del andamiaje

Se implantan en ratones

Dentina

(d) dentina, (od) odontoblastos, (b) hueso, y (bm) médula 6sea

Células recolectadas Células recolectadas

Q de la medula dsea de la pulpa dental
. / a e
- (@S e
@.)
C <

Células
regeneran | @
dentina @

Se montan las Se montan las
células dentro células dentro
Células del andamiaje del andamiaje
regeneran
hueso

Tomado de Krebsbach P; Gehron Robey 2002
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Usando un ensayo de eficiencia de formacion de colonias que
determina el nimero de CFU-F en las suspensiones de células
de la médula 6sea, estos autores demostraron que una poblacion
menor de células de la pulpa dental es clonogénica. Estas
colonias de células pulpares surgieron en una frecuencia mas

alta en comparacion con las BMSSCs (gs)

Por otro lado, las DPSCs exhibieron una tasa de proliferacién
mayor comparadas con las BMSCs in vitro aun después de ser

sub-cultivadas extensivamente (gg).

Adicionalmente, cuando son trasplantadas in vivo en ratones
inmunocomprometidos, las DPSCs tienen la capacidad de
generar tejidos similares al complejo dentino-pulpar, el cual esta

compuesto de una matriz mineralizada (9g). (Grafico 11)

Shi y cols. (99) en el afio 2001 realizaron una comparacion de las
células madre de la pulpa dental humanas con las de la médula
Osea, a través de analisis de microarreglos del perfil de
expresion de genes de ADN, y encontraron que estas
poblaciones precursoras diferentes, tienen niveles similares de
expresion de genes en mas de 4000 genes conocidos, con tan

sblo algunas pequefas diferencias.
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Gréafico 11. Células madre postnatales adultas humanas in vivo e

in vitro

Desarrollo potencial in vivo. Cortes transversales de los trasplantes
de células DPSC (A, C, y D) y trasplantes de células BMSC, (B, E, y
F) a las 6 semanas de post-trasplantacion tefiidas con hematoxilina y
eosina. (A) En los trasplantes DPSC, las superficie del andamiaje (c)
esta alineada con la matriz similar a dentina (d) alrededor de un tejido
similar a la pulpa con vasos sanguineos (bv) y la interfase de la capa
de células similares a odontoblastos (od). (C) Una vista magnificada
de la matriz de dentina (d) resaltando la capa similar a odontoblastos
(od) y los procesos odontoblasticos (flecha). (D) La luz polarizada
demuestra un alineamiento perpendicular (lineas punteadas) de las
fibras de colageno en la superficie que se esta formando. (B) En los
trasplantes de BMSC, se ha formado hueso laminar (b) en la
superficies del andamiaje (c) y rodeado de un o6rgano médula r
hematopoyético vascular, (hp) con adipositos acumulados (a). (E) Una
vista magnificada muestra que el nuevo hueso contiene osteocitos
(oc), incrustados en una matriz calcificada, y osteoblastos (ob)
alienado a la superficies 6seas. (F) Con luz polarizada, las fibras de
colageno se observan depositadas paralelas a la superficie que se
esta formando (lineas punteadas) Tomado de Gronthos, y cols. 2000
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Sin embargo, a pesar de que el hueso y la dentina son
similares en la composicién de matriz de proteinas, la estructura
de sus organos es diferente. Batouli y cols. (100y €n 2003,
demostraron que las células madre de la médula 6sea y las
células madre de la pulpa dental, usan mecanismos regulatorios

distintos para controlar la regeneracion de tejidos.

Utilizando el mismo sistema de trasplante de células madre in
vivo, investigaron los mecanismos de regulacion diferencial de
las células madre del estroma de la médula 6sea y células madre

de la pulpa dental (100).

En este estudio, se demostré que el factor de crecimiento
fibroblastico basico (bFGF) y la matriz de metaloproteinasa 9
(MMP-9), dos factores angiogénicos importantes, son expresados
temporalmente en el compartimiento del tejido conectivo de los
trasplantes de células madre de la médula Osea, previo a la
formacién de hueso médular. En contraste, se encontré6 que la
sialoproteina dentinaria, una proteina de dentina altamente

especifica, es altamente expresada durante la dentinogénesis

(100).

Ademéas de distinguir la capacidad de autorenovacion,
diferenciacion multilineal y eficacia clonogénica de las células
madre de la pulpa dental humana, Gronthos y cols. 2002 (101
comprobaron que estas células tienen la capacidad de

diferenciarse en adipocitos y células neurales
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En otro estudio realizado por Pierdomenico y cols. (102) en el
aflo 2005 se logro la diferenciacién osteogénica y adipocitica de
las células madre de la pulpa dental. Sin embargo no se logro

gue estas células se diferenciaran en condroblastos.

En humanos, la transicion de los dientes deciduos a dientes
permanentes es un desarrollo postnatal producido por procesos
unicos y dinamicos. Miura y cols. en 2003 (45) descubrieron que
los dientes deciduos exfoliados humanos contienen células
madre multipotenciales (SHED por sus siglas en ingles, Stem
Cells from Human Exfoliated Deciduous Teeth). Las células
madre de los dientes deciduos exfoliados son diferentes a las
células madre postnatales de la pulpa dental, ya que aun cuando
son capaces de formar estructuras similares a la dentina, no son
capaces de formar el complejo dentino-pulpar completo como lo
hacen las células madre postnatales. Ademas, comparado con
DPSC, las células SHED tiene una mayor tasa de proliferacion, y
son capaces de diferenciarse en una variedad de tipos celulares
tales como células neurales y adipositos y odontoblastos.
(Grafico 12)

Las células madre de dientes deciduos son derivadas de una
fuente de tejido muy accesible, ademas son capaces de
proporcionar suficiente numero de células para aplicaciones

clinicas potenciales (as).

Este estudio provee evidencia que indica que los dientes

deciduos, son comparables al cordon umbilical en lo que refiere
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a ceélulas madre ofreciendo una fuente excelente para las

aplicaciones clinicas de la regeneracion tisular (s

Grafico 12. Células madre en dientes deciduos exfoliados

transplantados en ratones inmunocomprometidos

Después de 8 semanas de trasplantacion, SHED son capaces de
diferenciarse en odontoblastos (flechas abiertas) los cuales son
responsable de la formacién de la estructura similar a la dentina (D)
en la superficie del andamiaje (A). Tomado de Miura y cols. 2003

Respecto al origen de las células madre progenitoras de la
pulpa dental, la informacion se mantuvo sin dilucidar por mucho
tiempo; no obstante, un estudio reciente llevado a cabo por Shiy
Gronthos en 2003 (103), utilizando varios marcadores de las redes
de microvasculatura en células madre de la pulpa de terceros
molares retenidos, proporciona evidencia experimental donde se
sugiere que las células madre pulpares, estan asociadas con las
células del musculo liso y con los pericitos de los vasos
sanguineos pulpares. No obstante, faltan estudios que respalden
la demostracion de marcadores especificos en las vias de

diferenciacion de las células madre en la pulpa.
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La migracion de estas células madre recién proliferadas al
sitio de la herida puede estar mediada por la lesion endotelial,
como lo demostraron Mathieu y cols. en 2005 (104) €n su estudio,
en el cual utilizaron fibroblastos pulpares humanos y células
endoteliales venosas umbilicales humanas para evaluar la
migracion celular tras una agresion. Los resultados de este
estudio sugieren que el dafo endotelial estd involucrado en el
reclutamiento de células similares a odontoblastos en el sitio de

la herida.

Los rasgos caracteristicos de las células madre de capacidad
de auto-regeneracion y mantenimiento a lo largo de la vida de un
organismo, pueden ser aprovechados al -cultivar grandes
cantidades de células madre pulpares in vitro para el uso
terapéutico en endodoncia regenerativa. EI éxito de las
aplicaciones clinicas de células madre pulpares esta limitada por
las condiciones del cultivo y la naturaleza del micro-ambiente en
gue se mantienen y se expanden las células madre pulpares

multipotenciales primitivas (17).

6.1.1. Organos dentarios generados a partir de células madre

de la pulpa dental

La ingeniera tisular es considerada uno de los enfoques mas
poderosos para reparar o remplazar un tejido u 6rgano lesionado.
A pesar de que no se ha logrado todavia la generacién de un
organo dentario completo, la generacién in vitro de un diente

humano implantable a partir de células madre tendra
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implicaciones significativas y extremas para la practica dental.

(115)

Modelos animales de generacion de dientes in vitro
suministrara las bases moleculares y celulares para la aplicacion
futura en humanos. 105y En este sentido, se han llevado a cabo

estudios in vitro de generacion de 6rganos dentarios. (106, 108-111)

Young y cols. (106, en el aflo 2002 realizaron una
investigaciéon utilizando andamiajes biodegradables, sembrados
solo con suspensiones individuales celulares, disociadas de
gérmenes dentarios de molares de mandibulas de cerdos de 6
meses de edad. Se obtuvieron estructuras dentarias que
contenian dentina, odontoblastos, una camara pulpar muy bien
definida, asi como vaina epitelial de Hertwig y dérgano del

esmalte.

Aun cuando esta investigacibn es extremadamente
prometedora, una de las desventajas de esta técnicas en su
estado actual es la incapacidad de regular la forma y tamafio del

tejido regenerado (107).

La bioingenieria reciente de estructuras de dientes complejas
a partir de brotes de dientes de cerdos, sugiere el potencial para

la regeneracidon de tejidos dentarios en mamiferos.
Otro estudio, en donde se utilizaron los métodos de

bioingenieria aplicados en cerdos, fue llevado a cabo por Duailibi

y cols. en 2004 (108y. Se aplicaron suspensiones celulares
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individuales de células de brotes dentarios de ratas previamente
cultivados in vitro por 6 dias. Los resultados demuestran que las
células del brote dentario de ratones pueden ser utilizadas para
disefiar, por bioingenieria, coronas complejas dentarias. Se
concluye que los métodos de ingenieria de tejidos dentarios
pueden ser utilizados para generar tanto tejidos dentarios de

ratas o como de cerdos, (Grafico 13)

Tomando en cuenta esta premisa, la capacidad de generar
sustitutos biolégicos de tejidos autélogos humanos pudiese ser

una valiosa herramienta clinica.

También ha sido demostrado que un andamiaje no es
necesario para el desarrollo ex vivo de explantes dentarios.
Reagregados disociados de gérmenes de molares de raton son
capaces de formar dientes bien diferenciados por debajo de las

capsulas de rifiobn de ratéon sin necesidad de andamiaje (109).

Recientemente, Ohazama y cols. (1100 en el afo 2004
comprobaron que las células madre de ratdén, tanto células
madre neurales como células madre de la médula 6sea, pudiesen
ser inducidas para ser reprogramadas hacia un destino
odontogénico que soporte la formacion de dientes cuando se le

suministran sefiales odontogénicas apropiadas.

Estas células, cuando son de E10.5 de edad embrionaria, el
cual posee el potencial odontogénico, pudieran responder a
seflales inductivas del epitelio dental e iniciar la odontogénesis

que resulta en la formacion del diente (110). (Grafico 14)

59



Gréafico 13. Bioingenieria de estructuras dentarias a partir de

brotes de dientes de rata

Analisis histolégico de los implantes de 12 semanas de células de
gérmenes dentarios de rata. Tejidos experimentales y control tefiidos
con hematoxilina y eosina. Control positivo intacto de implantes de
gérmenes de rata de 4 dias postnatales exhibieron dentina, esmalte y
pulpa bien formados (A,A"). Células dentales sembradas en andamiaje
de PGA (B,B") y PLGA (C,C") donde se observan tejidos de dentina,
esmalte y pulpa. Se observé un infiltrado de linfocitos ocasional en
los implantes dentales (C,C", flechas). La tincion de Goldner de los
controles positivos de los implantes de gérmenes dentarios revelo una
tincion azul para la dentina, una tincion roja para el esmalte inmaduro
y una tincion gris para el esmalte maduro (D,D"). Los dientes
generados por bioingenieria en andamiajes de PGA y PLGA
exhibieron ambos una tinciéon azul para la dentina, mientras que en el
andamiaje de PGA se produjo un esmalte maduro tefiido de gris, y en
el andamiaje de PLGA se genero una tincion roja y gris para el
esmalte maduro (E,E",F,F"). Abreviaciones: (d) dentina; (e) esmalte;
(em) matriz de esmalte; (pe) pre-esmalte; (pu) pulpa. Tomado de .T.
Duailibi y cols. 2004
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Gréafico 14. Odontogénesis a partir de células madre de ratdn

agregadas y recombinadas con el epitelio de un molar de ratdn

Explantes recombinantes entre células derivadas de la médula 6sea vy
el epitelio oral después de 12 dias de desarrollo en una capsula renal.
Todos los tejidos visibles son derivados del tejido donante, dado que
el rifidbn hospedero no ofrece contribucién celular al tejido.
Abreviaciones: BO, hueso; Am, ameloblastos; DP, pulpa dental; OD,
odontoblastos, E, esmalte; D, dentina. Escala: 80 pum Tomado de:
Ohazama y cols. 2004

Otro estudio similar, mediante el uso de explantes
recombinantes de células madre de la médula ésea adulta y
epitelio oral de embriones de raton de E10.0 logr6é corroborar el
potencial de formar estructuras inmaduras de tejidos similares a

los dientes cuando son cultivados en capsulas de rifion (111).

En este estudio, Modino y cols. (111) disefiaron un diente in
vitro por medio del apareamiento de los principios basicos de la
odontogénesis y la capacidad inductiva de epitelio de embriones
en desarrollo. El diente resultante parecido ser normal en tamafio

y estuvo conectado al hueso subyacente.
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Este experimento es una indicacién de que es posible inducir
la odontogénesis asi como lograr la ingenieria de un diente a
partir de células madre adultas de origen no dentario, pudiendo
estos gérmenes de dientes en desarrollo ser implantados en el

periodonto de los pacientes (111).

Estos estudios sustentan l|la idea de que los procesos
odontogénicos pueden ser iniciados con células madre de origen

no dental.

En una revision bibliografica realizada acerca las células
madre en la ingenieria tisular, Bianco y Robey (4 en el afio 2001
refieren que la aplicacion de los enfoques de ingenieria tisular,
basados en células madre para crear O6rganos y tejidos para
trasplantes, requiere la comprension y manipulacion de los
procesos de desarrollo que dirigen la formacion de dérganos y
tejidos en los embriones, una fuente de células multipotenciales
gque pueden ser facilmente cultivadas y la capacidad de un
organo rudimentario para formar un d&6rgano completo en el

ambiente adulto.
6.1.2. Bioingenieria de la pulpa dental

También se ha estudiado la generacion de tejidos similares a
la pulpa utilizando cultivos celulares y matrices sintéticas

extracelulares (22, 112).

Mooney y cols. (22) en el afio 1996, describen una técnica

para lograr la generacion de un tejido similar a la pulpa dental in
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vitro. Mediante el uso de fibroblastos obtenidos de la pulpa
dental humana adulta, y multiplicando estas células en cultivos,
éstas fueron posteriormente sembradas en matrices sintéticas
extracelulares. Los fibroblastos derivados de la pulpa dental
lograron adherirse a las fibras del andamiaje, proliferaron y
formaron un nuevo tejido en 60 dias de cultivo, con células

similares a la pulpa nativa. (Gréafico 15)

Gréafico 15. Generacién de un tejido similar a la pulpa dental in
vitro a partir de fibroblastos derivados de la pulpa dental

24.6M 8124 DAY-28

A. Fotomicrografia de fibroblastos derivados de la pulpa adheridos a
polimeros de matrices. B. Fotomicrografia de fibroblastos derivados
de la pulpa rellenando los intersticios entre las fibras de polimeros
después de 28 dias en cultivo. Microscopio Electronico de Barrido.
Tomado de Mooney y cols. 1996

Posteriormente, Bohl y cols. (112), realizaron un estudio similar
con fibroblastos humanos aislados de la pulpa dental humana
utilizando tres tipos diferentes de matrices, logrando la
ingenieria de tejidos similares a pulpa dental con una de las

matrices.
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La bioingenieria de la pulpa dental a partir de células
cultivadas constituye un tema de relevancia en la regeneracién
de pulpa y dentina, y pudiese proveer una alternativa al

tratamiento de conductos convencional en el futuro.

6.2. ANDAMIAJE UTILIZADOS EN LA REGENERACION DE
PULPA Y DENTINA

La matriz extracelular de dentina provee un soporte para
la adhesién, proliferacion y diferenciacion de odontoblastos. El
andamiaje, que es biomimético de matriz extracelular, deberia
permitir un transporte efectivo de nutrientes, oxigeno y desecho
metabdlico. La matriz de tejido regenerado reemplazara el
andamiaje, mientras mantiene el aspecto morfolégico de la
arquitectura y organizacion del tejido final. EI andamiaje debe
ser biocompatible, no téxico y tener caracteristicas fisicas y
mecanicas 6ptimas. Funciona como portador o transportador de
factores de crecimiento /diferenciacion, tales como la familia de

BMP para sustentar las actividades morfogenéticas (is).

. Algunas estrategias para la formacién de dentina reparadora
involucran la integracibn de andamiajes prefabricados
convenientes para la dentinogénesis. Los andamiajes son
fabricados a partir de polimeros naturales o sintéticos. Los
primeros, tales como el colageno y la fibroconectina, tienen las
ventajas de buena citocompatibilidad vy bioactividad. Los

polimeros sintéticos permiten un control preciso sobre las
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propiedades fisico-quimicas, como grado de degradacion,
porosidad, microsestructura y propiedades mecanicas (is)

Varios estudios han utilizado matriz de dentina como
andamiaje para la induccion de dentina reparadora, para formar
una matriz tubular revestida con odontoblastos cuando se
implanta matriz de dentina desmineralizada o matriz de dentina

nativa en el tejido pulpar (113-115)

Tziafas vy Kolokuris (1990) (113y demostraron que las
interacciones de la matriz de dentina desmineralizada con las
células pulpares constituye un modelo para la induccién
experimental de la dentinogénesis secundaria y la diferenciacion

de células similares a odontoblastos

En este estudio, los autores evaluaron los efectos de la
dentina desmineralizada sobre las células pulpares. La dentina
autdogena fue obtenida de coronas de molares primarios, la cual
fue desmineralizada con acido acético y posteriormente
implantada en sitios pulpares o de la papila dental en dientes de
perros en erupcién. Se observé como la matriz implantada fue
rodeada homogéneamente por dentina atubular, con una zona de
predentina tubular y wuna capa de células similares a
odontoblastos. En el area de la papila, la implantacién de dentina
exhibi6 la formacion de una matriz similar al hueso (113). (Grafico
16)

Se han obtenido resultados anéalogos utilizando extractos de

matriz de dentina soluble, donde se observa la formaci6én de
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dentina reparadora similar a la dentina tubular primaria con
células similares a odontoblastos, alineadas en la superficie de

la dentina formada. (114)

Los componentes bioactivos presentes en la fraccion de
matriz de dentina soluble con EDTA, son capaces de inducir
directamente la polarizacion celular y la secrecién de matriz
tubular al ser implantados en contacto con las células de la pulpa

dental en sitios remotos de la capa de odontoblastos (115

Grafico 16. Efectos de la dentina desmineralizada sobre las

células pulpares

'
A
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A. Reaccion del tejido pulpar a la implantacion de dentina
desmineralizada (I), luego de tres semanas. B. La matriz implantada
es rodeada homogéneamente por dentina atubular (D) con una zona
de predentina tubular (P) y una capa de células similares a
odontoblastos. Tomado de Tziafas y Kolokuris. 1990

Las observaciones de estos estudios condujeron a otros

estudios mas detallados de moléculas especificas de la matriz de
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dentina como fibroconectina (i116), ¥ la sialoproteina 6ésea (117

para evaluar sus efectos dentinogénicos durante la reparacion

Tziafas y cols. (116), €n 1992, investigaron la respuesta inicial
de las células pulpares ectomesenquimaticas después de la
implantacion de tres diferentes tipos de matriz de dentina
(dentina desmineralizada, dentina poco mineralizada vy
predentina) en la pulpa de perros. Concluyeron que la dentina
inducida por dentinogénesis es iniciada por dos mecanismos, la
induccion directa de células similares a odontoblastos y por la
sintesis de matriz indirecta, la cual controla la polarizacién

celular.

Estos autores sugieren que la fibroconectina juega un rol
como mediador durante la iniciacibn de la dentinogénesis
secundaria después de la induccion de las células pulpares por
parte de la matriz de dentina. La fibroconectina es una
glicoproteina adhesiva cuya presencia se ha correlacionado con
el fendmeno de polarizacién durante la dentinogénesis primaria.
Las conexiones biomecénicas entre la matriz implantada y la
membrana plasmatica de las células asociadas estan mediadas

por la fibroconectina. (12¢),

La fibroconectina quizas pueda mediar las interacciones entre
estos substratos y las células pulpares, y reorganizar el
citoesqueleto durante la polarizacion de odontoblastos en el
proceso de cicatrizacion de las heridas pulpares (117).

Nakashima en 1994 (115) realizé un estudio donde se utilizaron

proteinas morfogenéticas con una matriz de dentina
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desmineralizada inactivada extraida con 4M-guanidina-cloride

como andamiaje obteniéndose la formacion de dentina tubular.

Otro estudio analogo realizado por el mismo autor, al utilizar
colageno tipo | como andamiaje, s6lo se form6 osteodentina,
dando indicios de que algunos otros componentes presentes en
la matriz de dentina inactivada pudiesen ser necesarios para la

diferenciacion de los odontoblastos (119)

La sialoproteina 6sea (BSP por sus siglas en inglés Bone
SialoProtein) es una proteina osteogénica que se encuentra en la
matriz extracelular del hueso y la dentina, aunque aparentemente
no esta presente en la pulpa dental. Se ha sugerido que la BSP
tiene varias funciones bioldgicas como modular la mineralizacion
in vitro, ser un nucleador de la hidroxiapatita, mediar la insercién
de las células, y tener gran afinidad por las fibras de colageno.
Ademas de ser capaz de inducir la diferenciacién de células
similares a osteoblastos a partir de células mesenquimaticas

indiferenciadas (120).

Decup y cols. (120) en el afio 2000, utilizaron un modelo in vivo
en pulpas de ratas para comparar los efectos de la sialoproteina
O0sea (BSP) mezclada con gelatina/colageno como transportador,
con tres grupos de materiales; un grupo simulador donde sélo se
rellend la perforacién pulpar con cemento de vidrio ionGmero,
otro grupo donde se implanté s6lo el transportador y un tercer

grupo donde se realizé el recubrimiento con hidroxido de calcio.
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Los resultados de este estudio demostraron que la BSP
estimula la diferenciacion de células las cuales segregan una
matriz extracelular organizada mas eficiente que los otros
materiales utilizados. Por lo tanto la sialoproteina 6sea presenta
propiedades bioactivas novedosas y es capaz de estimular el
desarrollo de wun tejido reparativo dentinario en la pulpa

ocluyendo el sitio de la exposicion pulpar. (120)

Six y cols. (121) en 2002, utilizando la misma metodologia
anteriormente descrita, compararon la sialoproteina 6sea (BSP)
con la BMP-7. Se encontr6 que la BSP produjo una estructura
similar a la dentina de forma tubular homogénea, la cual relleno
el tercio mesial de la pulpa coronal luego de un mes de la
implantacion. Estos autores refieren que, al BSP inducir la
mineralizacion en la porcién coronal, ésta pudiese ser utilizada

como agente de recubrimiento pulpar.

Posteriormente los mismos autores, utilizaron comprimidos de
coldgeno que contenian diferentes dosis de BMP7, usando
control colageno sd6lo como agente de recubrimiento pulpar,
encontrando que en este ultimo grupo se obtuvo la formacion de
una osteodentina irregular, quedando algunas areas no
mineralizadas en el sitio de la exposicién, y areas no

mineralizadas interglobulares que contenian remanentes

pulpares (122

Estos hallazgos sugieren que existe un prerrequisito en la

superficie fisico-quimica para la diferenciacién de odontoblastos.
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Sin embargo, los mecanismos que sustentan esta afirmacion

permanecen sin aclarar. )

La matriz extracelular sintética también puede servir como

soporte o andamiaje potencial para la dentinogénesis reparativa

El hidrogel de alginato facilita la cicatrizacion de la herida
pulpar debido a sus propiedades de hidratacion y de entrega de
factores de crecimiento como TGFB-1 para acentuar la capacidad
regenerativa natural de la pulpa dental. (123

Varios estudios de ingenieria de tejidos dentales han utilizado
como andamiajes, polimeros sintéticos como acido poliglicélico
(PGA) (22, 106-108, 112), acido polilacticoglicolico (PLGA). (106, 108),
hidrogeles de alginato (112) para la formacion de estructuras

dentarias

Bohl y cols. (112), en 1998 sembraron células pulpares en tres
diferentes tipos de matrices sintéticas; un andamiaje fabricado
de fibras de acido poliglicélico (PGA), uno de colageno tipo I, y
uno de hidrogel de alginato para examinar cual matriz es mejor
para la formacion de tejidos de la pulpa dental. Se obtuvo el

mejor resultado con el andamiaje de acido poliglicélico

El progreso adicional en los andamiajes para la endodoncia
regenerativa depende de un microambiente tridimensional que
estimule el comportamiento celular, incluyendo la polarizacién
celular y la dispensacién 6ptima de morfégenos, como la familia

de las proteinas 6seas morfogenéticas.
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6.3. MORFOGENOS EN LA REGENERACION DE PULPA Y
DENTINA

La presencia de factores de crecimiento en la matriz de
dentina, y su rol presuntivo en la sefalizacion durante la
diferenciacion de odontoblastos en la embriogénesis, también ha
inducido que se lleven a cabo estudios relacionados con los
efectos de TGF-Bs, BMPs, FGFs e IGFs en la dentinogénesis

reparativa. (i1s, 119, 124 -133)

6.3.1. Estudios in vitro de los efectos de morfégenos en la

dentinogénesis reparativa

a) BMP-2

Se ha demostrado que la BMP-2 recombinante humana
estimula la diferenciacién de células pulpares adultas en
odontoblastos en cultivos monocapa (124, 125) Y en cultivos pellet

tridimensionales (126).

Nakashima y cols. (124) en 1994 reportaron que el tratamiento
de cultivos monocapa de células pulpares bovinas con BMP-2
recombinante humana estimulo la diferenciacion de

odontoblastos.
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Saito y cols. (125y en el ailo 2004 corroboraron la capacidad
de la BMP-2 de acelerar la diferenciaciéon de las células pulpares

humanas en odontoblastos, utilizando PCR cuantitativo

lohara y cols. (1269 en 2004 compararon un sistema
tridimensional de cultivos de células pulpares porcinas con
cultivos monocapa, para evaluar la eficacia de BMP2 en la
diferenciacién de células pulpares en odontoblastos. Obtuvieron
una mayor sensibilidad para la BMP-2 en los -cultivos

tridimensionales que en los cultivos monocapa.

b) TGFBs y BMP7

Se ha observado un efecto similar de estimulacién de
diferenciacion de células pulpares adultas en odontoblastos con

TGFB 1-3 y BMP7 en cortes de dientes cultivados (127, 12s)

Sloan y Smith (127) en 1999 utilizaron un modelo de cultivo de
organos, en el cual cortes de dientes de incisivos de roedores
fueron cultivados después de ser embebidos en un medio a base
de agar semisdlido. Encontraron que TGFB-1 y TGFB-3 pueden
estimular la secrecion de matriz extracelular por los
odontoblastos y ejercer efectos mitogénicos en las células
pulpares. Ademas hallaron que TGFB-3 pudiese tener efectos

inductivos en las células pulpares.

Al usar el mismo modelo descrito anteriormente Sloan y cols.

(128) en el afio 2000, reportaron que BMP-7 puede estimular la
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actividad secretoria in vitro de los odontoblastos en el complejo
dentino pulpar de ratas, dando la impresion de que esta
respuesta reparativa es dosis dependiente, ya que mientras mas
alta la concentracion de esta proteina, mayor estimulacion de

secrecién de matriz.

Los estudios in vitro previos, han indicado el papel de los
morfégenos como agentes inductivos; pueden estimular a las
células mesenquimaticas de la pulpa dental a diferenciarse en

odontoblastos y secretar matriz de dentina.

6.3.2 Estudios in vivo de los efectos de morfégenos en la

dentinogénesis reparativa

También se ha reportado una cantidad de estudios in vivo por
medio de la trasplantacién de morfégenos en la pulpa dental de
animales que promueven los procesos reparativos del complejo

dentino-pulpar (118, 119, 129-133, 136)

a) BMPs, TGFB-1

Las BMP2, BMP4 y BMP7 recombinantes humanas inducen la

formacion de dentina reparativa/regenerativa in Vivo (11s, 119, 129-

133, 136)

Nakashima (129y en 1990 fue uno de los primeros en investigar
el efecto de la implantacion de proteinas 6seas morfogenéticas

en la induccion de dentina reparadora. En su estudio, las
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cavidades de pulpas amputadas de perros fueron recubiertas con
BMP. La formacion de dentina reparadora comenzd con una
respuesta inmune mediada por células, seguida de la resorcién
de BMP y la proliferacién de células mesenquiméaticas junto con
la invasion vascular. Se observé la formacion de dentina tubular

a las ocho semanas.

Siguiendo la misma linea de investigacion, Nakashima (11g) en
1994, examind la hipétesis de que la BMP-2 y la BMP-4 inducen
la formacion de dentina en pulpas amputadas en perros. Las
proteinas BMP-2 y BMP-4 recombinantes y el uso de matriz de
dentina inactivada como transportador fueron utilizadas como

agente de recubrimiento en pulpas amputadas.

A los dos meses, la pulpa amputada fue rellenada con dentina
tubular en la parte méas baja de la misma, y de osteodentina en la
parte méas alta. La cantidad de dentina formada fue notablemente
menor cuando se aplico la matriz de dentina sin ninguna proteina

0sea morfogenética (i1s).

Estos hallazgos denotan que las proteinas recombinantes
humanas BMP-2 y BMP-4 inducen la diferenciacién de las células
adultas pulpares en odontoblastos cuando son trasplantadas in

vivo en animales (11g).

En contraparte, Nakashima 119y en el mismo afio, utilizé
diferentes dosis de BMP-2, dosis Unicas de BMP-4 y TGFB-1,
para evaluar sus efectos en la regeneracion pulpar y formacién
de dentina, pero esta vez utilizando una matriz de colageno como

transportador, y encontré que la implantacion de BMP-2 y BMP-4
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con matriz de colageno no es tan efectiva para formar dentina
tubular, sugiriendo que algunos otros componentes presentes en
la matriz de dentina inactivada, pudiesen ser esenciales para la

diferenciacion de los odontoblastos.

Los resultados de este estudio, parecieran sugerir que existe
una relacién dosis dependiente para la BMP2, donde a mayor
dosis mayor formacién de tejido mineralizado. En base a esta
premisa, se podria ejercer un control de los eventos de induccién
de la dentinogénesis reparadora a través de la dosis

dependencia, sin embargo esto requiere investigaciones futuras

(119).

En los dientes implantados con 4 ung s de BMP-4 se observé

un tejido de osteodentina. No se formdé dentina tubular (119).

En los dientes implantados con TGF3-1, la matriz de colageno
permanecié en la cavidad y se observé poca proliferacion de
tejido pulpar, sugiriendo un posible efecto inhibitorio de TGFf-1

sobre la regeneracion pulpar (119).

Otra proteina que se ha estudiado mucho en relacién a la
induccion de dentina reparadora es la BMP-7, también llamada

proteina osteogénica OP-1 (130)

Rutherford y cols. (130) en 1993 llevaron a cabo un estudio
experimental de recubrimiento pulpar en pulpas expuestas de
molares y premolares, para determinar si la cantidad de
formaciéon de dentina reparadora estimulada por la OP-1

combinada con un transportador de matriz de colageno, esta
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relacionada con la cantidad de proteina utilizada. Se comprob¢ la
capacidad de la proteina recombinante humana OP-1, de
preservar la vitalidad pulpar e iniciar la formacion de dentina
reparadora cuando es aplicada directamente sobre exposiciones

pulpares mayores de 2 mm de diametro en monos.

En este experimento las pulpas remanentes se mantuvieron
vitales y se form6 dentina reparadora en todos los dientes
tratados con OP-1. La dentina recién formada reemplazo el
espacio ocupado por la OP-I con matriz de colageno. La cantidad
de formacién de esta dentina fue proporcional a la cantidad de
proteina aplicada. Por otro lado, cuando se compard con el grupo
tratado con Ca(OH)2 se observé mayor proporcién de dentina
recien formada con la OP1 que con el Ca(OH)2 (130

Estos resultados demuestran que la proteina OP-1 puede
jugar un papel importante en la dentinogénesis y si se combina
con una matriz de colageno puede ser efectiva como agente de

recubrimiento pulpar (130).

Aun cuando los resultados de este estudio muestran que la
OP-1 con una matriz de colageno puede inducir la formacion de
dentina reparadora independientemente de la extension de la
amputacion de la pulpa coronal, pareciese posible que la pulpa
radicular adulta no responda a la OP-1 de la misma manera que

la pulpa coronal (131).

En base a esta premisa, Rutherford y cols. (131) en 1994
realizan otro estudio para evaluar la capacidad de la OP-1 para

preservar la vitalidad pulpar e inducir la formaciéon de dentina
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reparadora, cuando es aplicado directamente en la superficie de
pulpas radiculares recién amputadas posterior a la pulpotomia

coronal.

Se mantuvo la vitalidad de la pulpa radicular, asi como se
observo la formacién de dentina reparadora. La mineralizacion
completa se hall6 cerca del 75% después de un mes de
cicatrizacién y en mas del 95 % después de cuatro meses de

cicatrizacion (131).

Estos hallazgos confirman el potencial de la proteina
osteogénica recombinante OP-1 para formar dentina reparadora y
mantener la vitalidad en la pulpa radicular. Sugiriendo un
enfoque para tratar pulpas inflamadas, donde presumiblemente
dientes con alguna extension de cambios inflamatorios pre-
existentes en la pulpa coronal, pudiesen ser restaurados
satisfactoriamente por medio de la remocion de la pulpa coronal
inflamada, produciéndose una cantidad limitada de formacion de
dentina reparadora a nivel de los orificios de entrada de los

conductos y manteniendo asi la vitalidad pulpar radicular (131).

Siguiendo esta misma linea de investigacion, Six y cols. (122
en el afio 2002 estudiaron las diferentes respuestas de
reparacion entre las areas coronal y radicular de pulpas
expuestas de molares de rata inducida por la proteina Osea
morfogenética BMP-7. Asi mismo, evaluaron si esta reaccion es

dosis-dependiente, al utilizar tres dosis de esta molécula.

No detectaron diferencias entre las tres concentraciones de

BMP-7 utilizadas, comprobando que la reacciéon de reparaciéon no
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es dosis-dependiente. A los 28 dias de la implantacion de BMP-
7, se observé una mineralizacion heterogénea o la formacion de
un tejido de osteodentina, el cual rellené la porcion coronal
mesial de la pulpa. En el area de la pulpa radicular se observo la
mineralizaciébn homogénea de la raiz mesial. Estos resultados
enfatizan las diferencias bioldgicas de reparacion entre las areas
coronales y radiculares de la pulpa dental, sugiriendo el
potencial de esta molécula bioactiva para proveer una alternativa
al tratamiento de conducto convencional (122). No obstante, faltan
mas estudios que corroboren esta afirmacion. (Grafico 17)

Grafico 17. Diferentes respuestas de reparacion entre las areas
coronal y radicular de pulpas expuestas inducida por BMP-7

BMP 7 [1] dia 28. La pulpa coronal mesial es
rellenada totalmente con una masa
mineralizada heterogénea. El resto del tejido
pulpar en la porcién coronal se encuentra
normal sin signos de inflamacion. Una linea
calciotrauméatica (flechas pequefias) indican
el Ilimite de la dentina antes de Ila
implantacion de BMP-7. EIl sitio de la
implantacion se observa en la grafica con
flechas gruesas. También se observa dentina
reparadora homogénea que rellena la porcién

coronal del conducto mesial (¥).Tomado de Six
y cols. 2002
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En los estudios publicados de induccion de reparacién de
dentina utilizando proteinas morfogenéticas se han utilizado
tejidos pulpares clinicamente sanos. Sin embargo, en
circunstancias clinicas, muchos pacientes que pudiesen ser
candidatos para terapias de recubrimiento pulpar presentan
dientes vitales con una historia reciente de pulpitis con o sin

sintomas clinicos.

Es por esta razon que Rutherford y Gu (132) en el afio 2000
llevan a cabo un estudio, utilizando un modelo animal de pulpitis
reversible para evaluar los efectos de reparacién dentinaria con
la aplicacién de BMP-7 en pulpas inflamadas, comparandolo con

un grupo control de pulpas sanas.

Los hallazgos obtenidos en este estudio revelan que la
aplicaciéon de BMP-7 en dientes con pulpas inflamadas no indujo

la reparacion de dentina. (132)

b) Otros morfégenos

Tziafas y cols. (133 en 1998 compararon los efectos del factor
de crecimiento fibroblastico basico, (FGFb), el factor de
crecimiento derivado de la insulina (IGF)-Il y el factor de
crecimiento transformador TGF-B1 en células pulpares posterior
a su implantacion en los sitios de exposiciéon, en pulpas
mecanicamente expuestas de molares y caninos de perros,

utilizando el microscopio electrénico de transmisién
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Este estudio demostr6 que la implantacion intrapulpar de
TGF-B1, por periodos cortos de tiempo en los sitios de pulpas
expuestas, puede inducir la diferenciacion de células similares a
odontoblastos, la estimulacién de odontoblastos primarios y la
formacion de dentina reparadora en la vecindad inmediata al sitio
de la implantacién. En cambio FGFb y IGF-Il no indujeron la
formacién de dentina reparadora, pero si estimularon la

deposicion de matriz osteotipica a distancia de los implantes

(133).

Sin embargo, cuando se utiliza TGF-B1 como agente de
recubrimiento pulpar su utilidad es limitada como lo demostro
Tziafas y cols. (134). en el afio 2001 cuando realiz6 una serie de
experimentos de recubrimiento pulpar a corto plazo en dientes de
perros, para evaluar el potencial directo de induccion de
diferenciacion de células similares a odontoblastos del TGF-f31
en substrato artificiales como filtros Milipore, granulos de
hidroxiapatita, hidroxido de calcio y titanio puro

El factor de crecimiento humano recombinante derivado de la
insulina tipo | con una membrana de colageno, induce la
formaciéon completa de puentes de dentina y la formacion de

dentina tubular (135).

Goldberg y cols. (136 en 2001 evaluaron los efectos de
diferentes moléculas bioactivas: BMP-7, BSP, CaOh2 y N-acetil
cisterna (NAC) -un agente antioxidante- en la cicatrizacion de la

herida pulpar utilizando un modelo in vivo de ratas.
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Tanto BSP como BMP-7 fueron superiores al hidroxido de
calcio en sus propiedades de induccién de mineralizacion, los
cuales pareciesen haber procedido de mecanismos que
involucran el reclutamiento de células que se diferencian en
células similares a odontoblastos, produciendo una matriz
extracelular mineralizada. En este estudio también se evidencio

que NAC induce la formacion de dentina reparadora (13s).
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7. TERAPIA GENICA IN VIVO Y EX VIVO EN LA
REGENERACION DE PULPA Y DENTINA

La vida media de las BMPs como proteinas recombinantes es
limitante y se requieren de altas concentraciones junto a un
andamiaje 6ptimo durante la aplicacion local a la pulpa expuesta

para que se forme dentina reparadora (i19).

Los progresos recientes en la biologia molecular permiten el
reparto de las BMP por medio la terapia génica, superando las

desventajas de la terapia con proteinas (17).

Las dos estrategias principales de la terapia génica pulpar
para regenerar dentina se basa en el método in vivo y en el

método ex Vivo (17, 137).

En el método in vivo, el potencial natural de cicatrizacion de
la pulpa dental es acentuado con la aplicacién directa local de
proteinas O0seas morfogenéticas o genes que codifican para

proteinas 60seas morfogenéticas en la pulpa dental expuesta (137).

En el método ex vivo, las células madre de la pulpa dental
son primero aisladas, tratadas con proteinas 0seas
morfogenéticas o0 genes de estas proteinas para diferenciarse en
odontoblastos en la superficie del andamiaje y Iluego
trasplantadas en la pulpa expuesta (137).
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Gréafico 18. Terapia génica in vivo y ex vivo

in vivo

*BMPrh + Matriz
*Terapia génica BMP
Vectores virales
Lipoinfeccién
Electroporacion
Sonoporacion
*Induce la expresion
endégena de BMP

ex vivo

Transplantacion

Odontoblastos +
Matriz de dentina

Células madre
+ Biomaterial
biomimetico
+ BMPrh
o genes de BMP

Tomado de Nakashima 2005

Hasta ahora, s6lo un pequefio grupo de investigaciones han

utilizado enfoques de ingenieria tisular mejorada con genes en la

regeneracion de dentina y pulpa.
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7.1 Terapia génica in vivo para la regeneracion de pulpa y

dentina

Rutherford (138) en el afio 2001, utilizo métodos virales para la
transferencia de genes en pulpas de hurones inflamadas

experimentalmente.

Para esto provoc6 una infeccion directa en pulpas inflamadas,
al inocular un adenovirus recombinante que contenia un gen de
Bmp7, y obtuvo pequefias cantidades de masa pobremente
organizada en algunos de los dientes donde el virus fue
inyectado directamente, por lo que la infeccién in vivo con

AdBMP-7 fall6 en producir dentina reparadora (i3s).

Se han empleado métodos no virales en tejido pulpar (139,
140), teniendo en consideracion ventajas como la produccion
estable de plasmidos de ADN complementario con un alto nivel
de pureza, de facil manipulaciéon y con unos riesgos minimos de

replicacion o incorporacion.y con inmunogenecidad débil (141)

El factor de crecimiento/diferenciacién 11 (Gdfll) es un
miembro nuevo de la familia BMP/TGFB, del cual se ha
demostrado que se expresa en la diferenciacién odontoblastica
terminal, y ademéas juega un rol en la diferenciacién de las

células madre de la pulpa dental en odontoblastos (139).
Nakashima y cols. (1399 en 2002 investigaron si la

transferencia de genes que codifican para el factor Gdfll

pudiese incrementar el potencial de cicatrizacion de los tejidos

84



pulpares por medio de la induccion de la diferenciacion de
odontoblastos y la formacion de dentina reparadora in vitro,
utilizando un cultivo de 6rganos de la papila dental de ratones e

in vivo a través de la transferencia por electroporacién de genes.

Encontraron que el plasmido ADN complementario Gdfll se
transdujo eficientemente por electroporacion dentro de células
pulpares in vitro e indujo la expresion de sialofosfoproteina
dentinaria (Dspp), el cual es un marcador de diferenciacion para

odontoblastos. (139

La transferencia del gen Gdfll in vivo en la pulpa amputada
de perros indujo la formacién de una matriz de osteodentina, la
cual s6lo contenia pocos tubulos dentinarios. El tejido de dentina
recién formado recubrié la pulpa expuesta de forma incompleta y
no homogénea. Ademas, adyacente al electrodo, se observd una
laguna de eritrocitos en un coagulo de plasma, debido al dafio
térmico y por la invasividad al tejido por parte del electrodo (139).
(Grafico 19)

El uso de la transferencia de genes mediada por ultrasonido,
puede prevenir el dafio térmico y la invasividad tisular asociada
con el electrodo del sistema de electroporacion. Se han
desarrollado materiales activados acusticamente, microburbujas
y agentes precursores gaseosos que aglutinan o atrapan el
material genético. Se logra un efecto sinérgico con el uso de
ultrasonido y microburbujas, ya que la energia ultrasénica puede
ser utilizada para la cavitacion de microburbujas y reparticién

local de genes al tejido (140).
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Grafico 19. Electroporacion in vivo de Gdfl1l en pulpas amputadas
de perros

y'i' b-"l .
>l S

Al mes se observa la formacion de una matriz gruesa de osteodentina
(OD) (a, c) Por debajo del sitio de la amputacion (flechas) en
respuesta a la terapia génica con Gdfll. La dentina reparadora
recién formada con matriz intercelular conteniendo pocos tubulos
dentinarios (c). La proliferacion del tejido pulpar en la cavidad encima
del sitio de la amputacién (a, b). No se formé matriz de osteodentina
en el control (b). Tejido Pulpar (Pu). Coagulo de plasma (CI)
inmediatamente adyacente al electrodo (d) Tomado de Nakashima y
cols. 2002
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Nakashima y cols. 2003 (140y Ilevaron a cabo wuna
investigacion, donde optimizaron las técnicas de transfeccion de
genes de Gdfll para inducir la diferenciacion de células madre
de la pulpa dental en odontoblastos in vitro y la formacion de de
dentina reparadora in vivo, por medio de la sonoporacion con

microburbujas en el tejido pulpar de perros.

La transferencia del gen Gdfll mediada por ultrasonidos
junto con microburbujas, indujo la diferenciaciébn de células
madre pulpares en odontoblastos in vitro y la formacion completa

de dentina reparativa in vivo (140). (Grafico 20)

Grafico 20. Sonoporacién in vivo de Gdfll en pulpas amputadas
de perros
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La sonoporacion in vivo de Gdfll en la pulpa amputada de perros
después de un mes. Se observa en A la formacién de dentina tubular
(TD) y osteodentina (OD) en la pulpa amputada B: Mayor
magnificacién de la dentina tubular recién formada. Se observan
células similares a odontoblastos con un proceso celular alargado
(flecha) C: Osteodentinoblastos (flecha) produciendo matriz alrededor
de los mismos e incrustados en la osteodentina (OD). Tomado de
Nakashima y cols. 2003

7.2. Terapia de génica ex vivo para la regeneracién de pulpa

y dentina

La terapia génica in vivo no tiene mucho efecto en la
formacién de dentina reparadora en casos de inflamacién severa
y la presencia de pocas células madre/progenitoras en el tejido

pulpar (13s).

Una alternativa es la terapia con métodos ex vivos, utilizando
el trasplante autégeno de células transfectadas con BMP en la

pulpa expuesta.

El trasplante de fibroblastos dérmicos autélogos cultivados en
un hidrogel de colageno, transducidos con Bmp7, y utilizando un
adenovirus recombinante, también indujo la formacion de dentina
reparadora en la pulpa expuesta con pulpitis reversible, en
contraste a los resultados obtenidos con la terapia in vivo de
transferencia de genes de Bmp7 directamente aplicados a la

pulpa dental inflamada (13s).
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Rutherford (13sy en 2001, examind la hipotesis de que la
transferencia de genes de BMP-7 pudiera inducir la regeneracién
del complejo dentino-pulpar en pulpas inflamadas. Fibroblastos
dérmicos autdlogos fueron cultivados en un hidrogel de colageno,
posteriormente fueron infectados ex vivo con adenovirus
recombinante que contenia BMP7 y fueron transducidos en

pulpas inflamadas de hurones.

Se observo la inducciéon de dentina reparadora y la aparente
regeneracion del complejo dentino pulpar en los dientes que
recibieron la terapia ex vivo de fibroblastos transducidos con
BMP7Ad (13s)

Nakashima y cols. (142) en 2004, utilizando un modelo de
terapia génica ex vivo, desarrollaron un sistema de cultivo
tridimensional de células madre pulpares autogenas
electrotransfectadas con Gdfll. Estas células madre de la pulpa
dental transfectadas con Gdfll expresaron marcadores de
diferenciacion odontoblastica in vitro

Posteriormente fueron trasplantadas in vivo en pulpa de
perros, demostrando que la terapia génica ex vivo estimulé
inicialmente osteodentina y fue seguida por la formacion

permanente de dentina tubular en la pulpa expuesta (142).

Las ceélulas transducidas con genes de BMP contribuyen
directamente a la formacion de matriz de dentina
reparativa/regenerativa. Ademas, varios factores de

crecimiento/diferenciacion retenidos en la matriz del trasplante
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pueden ser liberados gradualmente e inducir diferenciacion de
células pulpares hospederas (142).

Grafico 21. Método ex vivo

Una gran cantidad deformacién de osteodentina y dentina tubular
después de 3 meses. Tomado de Nakashima y cols. 2004

La respuesta biologica de las células del tejido pulpar a la
terapia ex vivo de genes de BMP en presencia de pulpitis,
demuestra lo promisorio de la terapia génica ex vivo en la
regeneracion/reparacion de la dentina para aplicaciones clinicas

en el tratamiento de endodoncia (17, 137) (Gréafico 21, 22, 23)
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Gréafico 22. Terapia génica con método ex vivo para la formacidn

del complejo dentino-pulpar

Insercion de células
Andamiaje transducidas
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BMP- transducido 3 0
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Células madre de la pulpa

Dentina " Trasplantacion Formacion del complejo
regenerada en la cavidad dentino-pulpar

La formacién del complejo dentino-pulpar a través de la terapia
génica con método ex vivo Las células madre pulpares son
transducidas con genes de proteinas Oseas morfogenéticas e
insertadas en un andamiaje definido para diferenciarse en
odontoblastos. Posteriormente son trasplantadas en la pulpa expuesta

0 en la cavidad de la pulpa amputada. Tomado de Nakashima y Akamine
2005
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Grafico 23. Formacion de dentina tubular con una orientacion

Optima para las aplicaciones clinicas
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Tomado de Nakashima 2005

La gran potencia de los genes que codifican para BMPs de
provocar diferenciacién de células pulpares, incluso en la pulpitis
reversible, demuestra la utilidad de la terapia génica ex vivo en
formaciéon de dentina reparadora/regenerativa para el

tratamiento endodontico clinico (137).
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Gréafico 24. Potencial de las células madre de la pulpa dental y de

los morfégenos para la regeneracion dental.
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Los principales retos de la terapia génica en la préxima
década seran los requerimientos para demostrar que ésta puede
proporcionar tratamientos costo-efectivos y seguros a largo
plazo, en condiciones que de otra manera inducirian a la

necrosis pulpar significante (17)
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8. REGENERACION NERVIOSA

El papel que cumplen las fibras nerviosas en la regeneracién
de los dientes es complejo. Estad afectado por la forma celular y
por las funciones propias de las fibras nerviosas, las cuales se
extienden distantemente desde los dientes hasta el cuerpo
celular (localizado en el ganglio trigémino para las fibras
sensitivas o en el ganglio cervical para las fibras simpaticas), y
en su terminal en el sistema nervioso central. La historia es aun
mas complicada, debido a los diferentes tipos de fibras
sensitivas presentes en el diente, cada una con diferentes
funciones, localizaciones de los receptores sensoriales y los
tipos de interacciones con la pulpa, dentina, células inmunes y

vasculatura (143).

También existen interacciones entre los nervios sensoriales y
los nervios simpéticos. Las fibras nerviosas periféricas,
incluyendo aquellas que se encuentran en el diente, secretan una
variedad de agentes que afectan la homeostasis tisular, el flujo
sanguineo, la funcion de las células inmunoldgicas, la
inflamacion y la cicatrizacion. Las fibras nerviosas también se
ajustan a sus propias funciones, citoquimica y estructura para
acomodarse a las condiciones del tejido blanco. Estas
interacciones bidireccionales tejido-nervio y neuroplasticidad,
son especialmente prominentes en fibras sensoriales polimodales
nociceptivas, las cuales son el mayor componente de la

inervacion dental (143).
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Todas las caracteristicas de la implicaciéon neural en la
regeneracion dentaria estdn afectadas por la edad, y estéan
amplificadas por la infeccion, como se ha demostrado en
estudios de reimplantacidén, trasplantacion o exposicion pulpar en

condiciones libres de microorganismos (1s4, 14s).

El tejido periodontal puede ser completamente reconstituido
durante la cicatrizacion si la infecciobn es removida. Por el
contrario, la reparacién de los tejidos dentarios, no reproduce el
tejido original de pulpa y dentina (143).

Los estudios de Inoue y Shimono (i144) del 1992; Nishioka y
cols. (145). del 1998, evidencian el reemplazo de células similares
a odontoblastos, las cuales forman dentina reparadora que es
soportada por una pulpa reparadora con formas celulares
alteradas permanentemente, matriz de dentina, sistema vascular,
inervacién y soporte inmunoldgico. Esto sugiere que los objetivos
alcanzables con la biomimética del diente estan limitados a
encontrar vias para la preservacion de los odontoblastos
originales primarios con su dentina y pulpa asociada o0 cuando
estas células se han perdido, facilitar la produccion de pulpa,

dentina reparadora y su soporte vascular nervioso e inmune (is3s).

Las fibras nerviosas nociceptoras son participantes
importantes en la preservacion del diente, debido a que su
advertencia de dafio causa una disminucion en el reflejo que
limita la intensidad, extensién y duracién de la agresion inicial.

También facilitan la reparacion por medio de la amplificacién de
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los mecanismos de inflamacién, inmunoldgicos y de cicatrizacién

(153).

La pulpa dental es un tejido conectivo ricamente inervado. El
principal aporte nervioso entra a la pulpa a través del foramen
apical junto con los elementos vasculares. Las fibras nerviosas
prosiguen al area coronal, donde en su mayor parte terminan
formando un plexo en la capa odontoblastica, predentina y a 0,1
milimetros de la dentina coronal. Las terminaciones de las fibras
sensoriales son especialmente densas cerca de la punta de los
cuernos pulpares, donde la sensibilidad es mayor, y luego
disminuyen en gradiente hacia la union corona-raiz, con menor
cantidad de terminaciones nerviosas en la periferia de la pulpa

radicular (143, 146).

El suplemento nervioso de la pulpa dental incluye tanto fibras
nerviosas sensoriales como simpaticas. Hay tres tipos fibras
sensoriales en la pulpa dental (AB, Ad Yy fibras C). En general,
las fibras tipo A son mielinizadas y las fibras tipo C son

amielinicas (143, 146).

Durante la maduracion y el proceso de envejecimiento, los
patrones neurales son mantenidos donde la dentina primaria y
los odontoblastos sobreviven, con una atencién fija en el
complejo dentino-pulpar por debajo del esmalte. A medida que la
pulpa envejece y la dentina secundaria y reparadora se acumula
gradualmente, la inervacion disminuye cambiando asi su

citoquimica (143, 146).
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La localizacion citoquimica de neuropéptidos, el péptido
relacionado al gen de la calcitonina (CGRP), el factor de
crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotrofico derivado de las
células gliales (GDNF) y los neurofilamentos, varian con el tipo

de fibra nerviosa (143, 146).

La secuencia temporal de la inervacién de la pulpa dental
depende de los gradientes de factores de crecimiento
neurotréficos que emanan de las células pulpares. El factor de
crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotrofico derivado del
cerebro (BDNF) y el factor neurotréfico derivado de las células
gliales (GDNF), son expresados en la pulpa dental, como fue
demostrado por Nosrat y cols. (147) €n 2004 en un estudio in vitro

en células de la pulpa dental de ratones y humanos.

Estos autores proponen que la pulpa dental es una fuente
viable de células accesibles con posibles potenciales para el
desarrollo de terapias de trasplantacion autdéloga. También se
demostrdé que una poblacién de células pulpares derivadas de la
cresta neural adquiere una morfologia de neuronas clara y
perfiles de expresidén de proteinas in vitro indicando la presencia
de una poblacién celular en la pulpa dental con una capacidad de
diferenciacion neuronal que puede proveer beneficios adicionales

cuando son injertados dentro del sistema nervioso central. (147)
Los nervios de la pulpa dental juegan un papel clave en la

regulacion del flujo y presiéon sanguinea, asi como en el flujo

del fluido dentinario (14s-150) Sin embargo, no existe evidencia de
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la regulacion nerviosa en los fibroblastos pulpares, la inflamacion

y la inmunidad (148, 151, 153).

La inervacion pulpar tiene un rol critico en la homeostasis de
la pulpa dental. La invasion de células inmunitarias e
inflamatorias en las zonas lesionadas de la pulpa esta

estimulada por los nervios sensoriales (146, 154)

La denervacion sensorial resulta de una rapida necrosis de la
pulpa expuesta por causa del flujo sanguineo deteriorado, y la

extravasacion de células inmunes (14s, 154-156).

La reinervacion lleva a la recuperacién de la dentina coronal.
Las células de Schwann parecen liberar factores de crecimiento
neurotréfico, importantes en la incorporacibn de nervios
sensoriales y simpéticos durante la reinervacion. De esa manera,
las fibras nerviosas pulpares contribuyen a la angiogénesis,
extravasacion de células inmunes y regulacion de la inflamacién
para minimizar el dafio inicial, manteniendo el tejido pulpar y

fortaleciendo los mecanismos de defensa pulpar. (154

La regeneracion del tejido pulpar en un diente con una pulpa
necroética infectada con periodontitis apical, pudiese ser posible
si el 4pice se encuentra abierto por mas de 1,1 mm o presenta
una apicectomia, o en el caso de avulsiones, si el diente es
reimplantado dentro de los primeros 45 minutos, y es enjuagado
con doxiciclina o minociclina antes del reimplante para
desinfectarlo efectivamente (157, 158). El coagulo sanguineo creado

en el conducto actia como matriz para el crecimiento de nuevo
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tejido pulpar dentro del espacio del conducto radicular (167). Una
pregunta interesante seria cual es el origen del nuevo tejido

pulpa, esta pregunta se mantiene sin respuestas.

Las BMPs juegan un papel importante en la formacién de
dentina reparadora/regeneradora, como se describié en la
seccién previa. Es de hacer notar que los miembros de la familia
BMP tienen efectos pronunciados sobre la morfogénesis de las

neuronas (1s9-162)

Asi, es probable gque puedan emplearse las BMPs para el
tratamiento regenerativo de la pulpa y la dentinogénesis, ya que
tienen efectos beneficiosos concurrentes en la regeneracidn

nerviosa (17

El creciente interés en la ingenieria tisular del diente debe
tener en cuenta las interacciones neuro-pulpares y la
regeneracion nerviosa. Las dificultades incluyen mecanismos
nociceptivos, umbrales alterados de dolor en dientes inflamados
y dolor dental, aunque no estan limitadas sOlo a estas (i165). ES
por ello que se puede prolongar la vida de los dientes mediante
la preservacion de la pulpa y los odontoblastos, promoviendo la
reparacion y la regeneracion por el estudio de las interacciones
neuro-pulpares. El progreso reciente en las células
madre/progenitoras dentales (98, 142) Y l0sS mecanismos de
neurotrofismo de las celulas de la pulpa dental (147). aseguran
avances en la regeneracibn de nervios basados en las

interacciones neuropulpares.
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9. REGENERACION VASCULAR

El sistema vascular en la pulpa dental juega un rol en la
nutricion, en el suministro de oxigeno y como via de eliminacién
de desechos metabdlicos. Los elementos celulares de los vasos
sanguineos, como las células endoteliales, los pericitos y las
células asociadas contribuyen a la homeostasis pulpar en
conjunto con los nervios. Es por ello que la contribucion
vascular para la regeneracion del complejo dentino-pulpar es
inmensa. Las arteriolas entran en la cdmara pulpar a través del
foramen apical en conjunto con el aporte nervioso. Las arteriolas
gque se ramifican forman un plexo capilar por debajo de la capa

de odontoblastos (163).

Durante el desarrollo y la regeneracién hay un aumento de la
actividad vascular y del flujo sanguineo. Existe una via comun de
reacciébn vascular a estimulos variados, quimicos y fisicos,
incluyendo los mecéanicos y térmicos. Esta reaccidon incluye una
inflamacion local y la dilatacion de los vasos sanguineos y un
aumento del flujo sanguineo. La extravasaciéon de leucocitos y el
aumento de la permeabilidad vascular, es el sello de la respuesta
vascular temprana (1e3). La vasculatura pulpar juega un papel
importante en la regulacién de la inflamaciéon y la subsiguiente
reparacion y regeneracion de la dentina. Existe una asociacién
intima de los elementos nerviosos con el suplemento vascular de
la pulpa dental (164) sugiriendo que los elementos neurales y
vasculares se interrelacionan e involucran en la homeostasis

pulpar
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La vasculatura tiene una importancia critica en la reparacion
y la regeneraciéon. El factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF) es un regulador excelente de la angiogénesis y se sabe

que aumenta la permeabilidad vascular (17,

Matsushita y cols. (165) €n 2000 Ilevaron a cabo un estudio
para evaluar el efecto de VEGF producido por las células
pulpares humanas. Se obtuvo que VEGF actua directamente en
las células de la pulpa dental de una manera autocrina,
promoviendo la quimiotaxis, proliferacion y diferenciacién de las

mismas

Roberts-Clark y Smith (166), €n el afio 2000, demostraron que
la matriz de dentina humana contiene factores de crecimiento
angiogénicos como el VEGF, que pueden ser liberados después
de una agresion contribuyendo a la respuesta reparativa del

complejo dentino pulpar

La presencia de VEGF en la dentina y la respuesta de las
células pulpares dentales a la VEGF, eleva la posibilidad de la
presencia de células progenitoras endoteliales en la pulpa

dental, junto a las progenitoras para odontoblastos y neuronas

(98, 142, 167)

En vista de la importancia de las ceélulas progenitoras
endoteliales en la vascularizacion durante la regeneracion
tisular, es muy probable que el VEGF y las células endoteliales

vasculares sean criticos para la regeneracion de dentina (17).
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La utilidad de la terapia génica en la estimulacion del
crecimiento vascular, permite estimulacién local de Ila
vascularizacion durante la regeneracion (7). De hecho la terapia
génica empleando miembros de la familia de BMP incluyendo
BMP7 y GDF11, indujo exitosamente la regeneracion del

complejo dentino-pulpar (13s, 142)

De esa manera, los avances recientes en la biologia vascular,
el VEGF, las técnicas de transferencia y la terapia génica seran
de utilidad clinica potencial en odontologia, especialmente en

Endodoncia.

La aplicacion de la ingenieria tisular en Medicina,
especificamente en el campo de la odontologia, se encuentra
aun en investigacion. A pesar de que la regeneracion de
estructuras dentarias todavia representa un gran desafio para los
cientificos e investigadores, sera una realidad evidente dentro de
los proximos 10 a 15 afos; cuando los procedimientos clinicos

pasen de ser restauradores para convertirse en regenerativos.
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IV. DISCUSION

Las investigaciones en el campo de la odontologia se estan
enfocando en el desarrollo de nuevas estrategias clinicas
efectivas que promuevan la regeneracion de los tejidos bucales
en casos de lesion o enfermedad de los mismos. Hasta ahora,
los procedimientos clinicos para reemplazar y reconstruir tejidos
se han destinado al alivio del dolor y a la restauracion mecanica
de la estabilidad y funciéon, a través del uso de materiales
restauradores sintéticos. Estos han sido exitosos por muchos
afios, sin embargo los mismos no reemplazan la estructura y
funcion de los tejidos perdidos. La ingenieria tisular es
considerada uno de los enfoques mas prometedores para

regenerar o reemplazar un tejido lesionado o dafiado (ies).

Una estrategia novedosa para restaurar la estructura dentaria
afectada, estd fundamentada en la biologia, a través de
procedimientos regenerativos. La regeneracién de dentina y
pulpa dental ha sido lograda en estudios animales y de
laboratorio utilizando estrategias de ingenieria tisular (22, as, 9s-
102, 112-142) En las ultimas dos décadas, la ingenieria de tejidos ha

ido evolucionando de la ficcion a la ciencia.

De hecho, los reportes de casos clinicos aislados son
consecuentes con el concepto de que ciertos tratamientos
clinicos pudiesen evolucionar a procedimientos endoddnticos
regenerativos (157, 1sg). Sin embargo, son necesarias mas
investigaciones para desarrollar procedimientos clinicos

regenerativos predecibles.
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Un avance en la regeneracion del complejo dentino-pulpar ha
sido la demostracion de poblaciones de células madre
progenitoras de la pulpa dental. (9s8-102) NO obstante, todavia no
se conoce qué regula la transicion abrupta de las células
madre/progenitoras desde un estado latente a un estado activo
en términos de proliferacion, migracion, diferenciacion vy
secrecion de la matriz, seguidos a la agresion del tejido pulpar.
Estas interrogantes, al ser develadas, abrirAn un camino en el

uso terapéutico de células madre en la endodoncia regenerativa.

Estudios recientes de ingenieria de tejidos dentarios
utilizando células del brote de dientes de animales por
estrategias de bioingenieria, han demostrado el potencial
exitoso de regeneracion dentaria (106, 108-110). Las repercusiones
clinicas reflejadas de estas investigaciones transformaran Ila
odontologia restauradora contemporanea, ya que se podran
obtener implantes dentarios biolégicos propios del paciente los
cuales sustituiran a los implantes de materiales sintéticos,
eliminando el posible rechazo de los mismos por parte del
organismo. El reto principal en relacion a este punto es lograr el
crecimiento completo de un diente con tamafio y morfologia
apropiados, que pueda ser funcional para su implante en la zona
edéntula. A pesar de estas limitaciones, el progreso futuro en las
técnicas de expansion de células madre/progenitoras y el control
del linaje de odontoblastos que formen dentina constituira un

desafio interesante.
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Otro enfoque en la regeneracion de dentina y pulpa por medio
de ingenieria tisular, es el uso de morféogenos o factores de
crecimiento. Dada la presencia de estos factores en la matriz de
dentina, y su relacion en la sefializacion para la diferenciacion de
odontoblastos durante la embriogénesis, se han llevado a cabo
estudios in vitro e in vivo, relacionados con los efectos de éstas

moléculas de sefializacibn en la regeneracion del complejo

dentino-pulpar (120-122, 124 -136).

Actualmente existe evidencia de que aun cuando se han
perdido los odontoblastos debido a la caries dental, puede ser
posible inducir la formacion de nuevas células a partir del tejido
pulpar utilizando moléculas bioactivas. Estas células similares a

odontoblastos pueden sintetizar dentina reparadora (11s-13s).

Los estudios in vitro han comprobado el éxito de estas
moléculas en lograr la diferenciacion de odontoblastos en
cultivos celulares. (124-126) Las investigaciones in vivo en modelos
de animales estdn basadas en el recubrimiento pulpar con estas

moléculas para promover la dentinogénesis reparativa (i1s, 119,

129-133, 136).

Aunque existe una cantidad de moléculas bioldégicas que
pueden influenciar potencialmente la induccién de
dentinogénesis reparativa y reparacion pulpar, las estrategias
desarrolladas se han dirigido hacia la investigacién de grupos de
moléculas potencialmente disponibles dentro de la pulpa después
de la lesion, por mecanismos naturales de reparacion y/o

mecanismos que recapitulen los eventos del desarrollo dentario.
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Estas estrategias podrian ser consideradas como guia para

investigaciones futuras (ss).

Entre estas moléculas, los miembros de la familia del factor
de crecimiento transformador beta (TGFB por sus siglas en inglés
Transforming Growth Factor Beta), asi como varias proteinas
O0seas morfogéneticas (BMPs), han sido candidatos notorios para
la induccion de dentina reparadora en experimentos de modelos

in vivo de animales (119-122, 130-132, 133).

La implantacion intrapulpar de TGF-B1 logré inducir la
diferenciacion de odontoblastos y la formacién de dentina
reparadora en cercania al sitio de la implantacion (i133). Sin
embargo, los hallazgos de Tziafas y cols. (134) contradicen los
resultados anteriores, por lo que la utilidad TGF-B1 es limitada
como agente de recubrimiento pulpar. Por otro lado pareciese
que TGFB-1 ejerce efecto inhibitorio sobre la regeneracion
pulpar. (119), Por ello son necesarios mas estudios que
demuestren su posible aplicacion como agente de recubrimiento

pulpar para la regeneracién de pulpa y dentina.

La implantacion de BMP promovié la regeneracion del
complejo dentino pulpar al ser implantada en pulpas amputadas
de perros (i29). Las BMP-2 y BMP-4 cuando fueron trasplantadas
in vivo en animales, formaron dentina tubular en la parte mas
baja de la pulpa amputada, y osteodentina en la parte mas alta
(118)- Sin embargo, al implantar BMP-4 en pulpas expuestas, el
tejido formado presenté caracteristicas de osteodentina y no de

dentina tubular (119). Por su parte, la BMP-2 pudiese ser dosis
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dependiente para la formacion de tejido mineralizado por lo que
se podria ejercer el control a través de la dosis dependencia de
los eventos reparativos (119). AUn asi, parece que la dosis
dependencia no aplica para la BMP-7, ya que ha sido
comprobado que en esta proteina, la reaccién de reparacion no

es dosis-dependiente (122).

La BMP-7 indujo la formacion de osteodentina a lo largo de la
porcion coronal de la pulpa, (122, 130) incluyendo la oclusién total
de las raices de los dientes tratados. (122, 131) Estas
observaciones destacan un aspecto importante de la
dentinogénesis reparativa, a saber, que las regiones coronales y
radiculares de la pulpa pueden proveer diferentes ambientes
para la reparacion. Las razones para estas diferencias no han
sido aclaradas, pero su esclarecimiento pudiera contribuir
beneficiosamente en el desarrollo de terapias endoddnticas
novedosas para uso clinico. Por lo que se sugiere un enfoque
para tratar pulpas inflamadas, en dientes que con alguna
extensiéon de cambios inflamatorios pre-existentes en la pulpa
coronal pudiesen ser tratados satisfactoriamente por medio de la
remocion de la pulpa coronal inflamada, produciéndose entonces
una cantidad limitada de formacion de dentina reparadora a nivel
de los orificios de entrada de los conductos, manteniendo asi la

vitalidad pulpar radicular ga).

Evidentemente, es necesario determinar cuan compatible es
la extension de la inflamacion pulpar pre-existente con la
induccion de formacion de dentina reparadora por parte de estas

moléculas. Ademas, se debe tomar en cuenta la regulacion del
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proceso de dentinogénesis, ya que la dentinogénesis reparativa
plantea un problema en una situacién endododntica, a menos que
el cierre apical sea adecuado para prevenir la difusion de la

mineralizacion a areas apicales (sa).

En una situacién de reparacién de la pulpa coronal, la
restauracion de la integridad estructural fisiologica del tejido, a
través de una matriz de ortodentina tubular puede ser
considerada preferiblemente; sin embargo, en una aplicacion
endoddntica, el sellado apical de los conductos radiculares es
importante, por lo que un tejido reparativo menos permeable y

mas homogéneo es mas favorable (ga).

Todavia se mantienen sin respuestas, preguntas claves en
relacion a la comprensién de los factores que regulan el
complejo dentino-pulpar; por ejemplo, aun no se entiende muy
bien como en condiciones normales fisioldgicas la mineralizacion
completa de la pulpa es prevenida, mientras la formacién de

dentina continla ocurriendo en la periferia de la misma.

Estos tépicos hacen énfasis en la necesidad de un
entendimiento de los mecanismos de accion de estas moléculas
biol6gicas, antes de que puedan ser efectivamente explotadas

para uso clinico.

A pesar del impresionante progreso de la ingenieria tisular en
el tratamiento regenerativo de la dentina y pulpa dental, todavia
restan numerosas dificultades; por ejemplo, la infecciéon pulpar

prolongada induce a cambios hemodinamicos severos, con la
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consecuente inflamacién, comprometiendo la vitalidad del
complejo dentino-pulpar. Los estudios publicados de induccion
de reparacidén de dentina utilizando proteinas morfogenéticas se
han llevado a cabo en tejidos pulpares clinicamente sanos. Solo
un estudio ha sido llevado a cabo utilizando la terapia de
proteinas en pulpas inflamadas, sin embargo los resultados de

este estudio no lograron la reparacion de dentina (132).

La terapia génica in vivo probablemente pueda ser efectiva
para la regeneracién en situaciones de recubrimiento pulpar, en
la cual el tejido pulpar viable no infectado, de la porcion apical
con un adecuado numero de células madre progenitoras, esté
aun presente después de la remocion del tejido infectado (i3,
140)- EN situaciones en que existe una inflamacion avanzada de la
pulpa coronal, la terapia ex vivo, en la cual las células
enriquecidas con factores de crecimiento son trasplantadas

dentro del diente, puede ser una alternativa viable (13s, 142)

Informacién preclinica temprana ha demostrado la seguridad
y eficacia de la terapia celular ex vivo y la terapia de genes de la
familia de BMP. Sin embargo, se debe examinar Ila
farmacocinética de las células pulpares trasplantadas mas
detalladamente previo a su uso clinico. También deben evaluarse
sistematicamente la integridad y permeabilidad de la dentina

reparadora formada (137).
Es notable mencionar que en las investigaciones recientes de

Nakashima y cols. 2004 (142), Nno se observo ningun infiltrado

inflamatorio y microfiltracion del tejido pulpar, tres meses
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después de la terapia génica ex vivo Esto demuestra la
formacién de una barrera fisica que protege la pulpa. La
formacién de dentina tubular con una orientacion Optima puede

suministrar una mejor barrera en relacién a la permeabilidad.

La orientaciéon de la dentina tubular es dependiente del
andamiaje. Avances recientes en biomateriales novedosos, asi
como nanomateriales, pudiesen favorecer el progreso en esta
materia. La capacidad de células madre de la pulpa tratadas con
BMP recombinante o con genes que codifiquen para BMP
transfectados, permite ventajas adicionales. El uso de las células
madre en un andamiaje definido pudiese producir un complejo
dentino pulpar funcional que pueda ser trasplantado en la pulpa

expuesta. (137)

El amplio espectro de respuestas de la pulpa dental dificulta
la regeneracion nerviosa y vascular (143). Las células implantadas
requerirdn de una fuente de oxigeno y nutrientes para sostener
su viabilidad. Por consiguiente, el ambiente local de la herida
requiere la capacidad de desarrollar un lecho vascular, ya sea de
los elementos restantes de la pulpa dental o en la presencia de
un foramen apical patente. Adicional a la neovascularizacion, la
restauracion completa del complejo dentino-pulpar requerira la
regeneracion de un suplemento nervioso pulpar (17). La familia de
las BMP pareciese jugar un rol en la estimulacion de Ila
regeneracion nerviosa (isg-162), mientras que se ha demostrado
que la angiogénesis esta regulada por VEGF (165 166) Sin
embargo faltan mas estudios en esta &area para lograr la

regeneracion de estas estructuras.
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El campo de la Endodoncia ha experimentado avances
significativos en las Jultimas décadas. Los cuales se han
traducido en un aumento del éxito a largo plazo de la terapia
endoddntica, haciendo los tratamientos mas predecibles. La
promesa de la ingenieria tisular en Endodoncia es infinita, donde
el tratamiento regenerativo revolucionara el futuro de este campo
de la odontologia. No obstante, como es un nueva ciencia que se
esta desarrollando rapidamente, todavia existen grandes
desafios que deben ser superados en los préximos afios para
gue se logren sus aplicaciones potenciales. Se requieren mas
investigaciones sobre células madre/progenitoras, morfégenos,
nuevos andamiajes. También como lograr la regeneracion en
casos donde se ha perdido la vitalidad pulpar y exista evidencia

de implicacién periapical.

Ahora bien, los obstaculos no sélo yacen en el lado cientifico,
sino también en la aplicacion de esta tecnologia. (16s,169) Una vez
gue se haya entendido completamente como recrear nuevos
tejidos viables y funcionales en el laboratorio, ¢cémo sera
trasladado este conocimiento al odontdlogo y a la poblacién de
pacientes? Otro topico importante es el costo de estas terapias.
¢ Podra la industria ser capaz de producir productos tisulares en
una manera costo-eficiencia de forma que el paciente pueda

costear este tipo de tratamientos? (i6s,169)
Ademdés, para que la nueva tecnologia alcance las masas,

sera necesario que los centros e institutos de atencion de salud

sean capaces de aplicar estos enfoques, por lo que se requerira
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programas de entrenamiento para que los clinicos,

investigadores y educadores puedan utilizar estas terapias.

(168,169)

Por otro lado, se encuentra la preocupacion ética en relacion
a la ingenieria tisular. Los cuestionamientos éticos incluyen la
fuente de las células (células del paciente versus células
donadas) y en el caso de células donadas, el tipo (células
adultas versus células fetales). En adicién, ¢en qué basamento
se decidird quien recibe estas nuevas terapias? De acuerdo a la
necesidad, capacidad para costear el tratamiento, y otras

interrogantes. (i6s,169)

No es necesario decir que existen diferentes perspectivas en
relacion a estas preguntas, basados en principios éticos,
culturales, cientificos e individuales. Sin duda alguna, la
introduccion de la ingenieria tisular en el campo de la
odontologia revolucionara la misma. Dentro de 20 a 25 afios, la
odontologia que conocemos hoy en dia sera marcadamente

diferente. (168,169)
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V. CONCLUSION

Los avances en la comprension del desarrollo dentario en la
biologia molecular asi como en la biologia celular han sentado
las bases para desarrollar estrategias para la regeneracién de
tejidos  dentarios. La ingenieria tisular ha emergido
recientemente con el objetivo de desarrollar sustitutos biolégicos
gue mantengan, restablezcan o mejoren las funciones de
diferentes o6rganos y tejidos. La aplicacién de estrategias de
ingenieria tisular en el campo de la Endodoncia se encuentra aun
en investigacion, no obstante, de acuerdo a la informacién
disponible en la actualidad, se pueden hacer algunas

afirmaciones:

1) La demostracion de poblaciones de células madre
progenitoras de la pulpa dental ha sido un avance en la
regeneracion del complejo dentino-pulpar, ademas estas células,
han logrado la generacion exitosa de coronas complejas de
dientes. Asimismo se ha obtenido la generacion de tejidos
similares a la pulpa utilizando cultivos celulares y andamiajes
sintéticos. También andamiajes naturales como el colageno, la
matriz de dentina, asi como sus componentes han sido efectivos

en la regeneracion de dentina

2) El estudio de moléculas de sefializacion involucradas en la
morfogénesis dentaria ha avanzado la comprension de la
participacién de estas moléculas en la regeneracién del complejo

dentino-pulpar. La posibilidad de utilizar estas moléculas
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biol6gicas para la sefializacibn de la reparacion en
procedimientos de recubrimiento pulpar ha ofrecido avances
importantes en el desarrollo de enfoques regenerativos en la
odontologia restauradora. Se ha logrado la diferenciacién de
odontoblastos en estudios in vitro con algunas de estas
moléculas Asimismo, estudios in vivo por medio de la
trasplantacion de morféogenos en la pulpa dental de animales han
mostrado resultados muy prometedores en la formacién de

dentina reparadora.

3) Las investigaciones publicadas de induccién de Ila
regeneracion de dentina utilizando terapia de proteinas, se han
llevado a cabo en tejidos pulpares clinicamente sanos. En casos
de inflamacién pulpar irreversible de la pulpa coronal, la terapia
génica in vivo mediante la aplicacion local de genes que
codifican para los morféogenos en la pulpa dental expuesta,
pudiese ser efectiva en la endodoncia regenerativa. En
situaciones en que existe una inflamacion avanzada de la pulpa
coronal, la terapia ex vivo, en la cual células madre pulpares son
transducidas con genes que codifican para estas proteinas para
inducir diferenciacién en odontoblastos y luego estas células son
trasplantadas en la pulpa expuesta o en la pulpa amputada
pareciese ser una alternativa prometedora para la regeneracion

del complejo dentino pulpar en estos casos.

4) A pesar del impresionante progreso de la ingenieria tisular
en el tratamiento regenerativo de la dentina y pulpa dental,
todavia restan numerosas dificultades. Hasta la fecha, la

regeneracion nerviosa y vascular de la pulpa dental no ha sido
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lograda eficazmente. Sin embargo hay indicios de la familia de
las BMP pareciese jugar un papel en la estimulacion de la
regeneracion nerviosa, y la VEGF pudiese estar involucrada en

angiogénesis.

5) La aplicacién de estrategias de ingenieria tisular para la
regeneracion de pulpa y dentina es muy prometedora; no
obstante las mismas deben ser sujetas a evaluaciones
cuidadosas en investigaciones preclinicas bien disefiadas y en
ensayos clinicos a largo plazo antes de su introduccion en la

practica clinica.
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