>

@g’f@@:ﬁf@? ; 8,
E” b UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE M&i?‘;%
{ M EX I CO “‘“ ()D(N'II)(I)L()(ii.\ W
UNAM
1904

&L

=

7

——

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

"Uso de Células Mesenquimales de Pulpa Dental para
Reconstruccion Mandibular: Estudio Preclinico en Cerdos"

TRABAJO DE INVESTIGACION

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

ESPECIALISTA EN CIRUGIA ORAL Y MAXILOFACIAL

PRESENTA:

JUAN CARLOS LOPEZ LASTRA

TUTOR: Esp. JUAN CARLOS LOPEZ NORIEGA

MEXICO, Cd. Mx. 2019




N Tupn Cueeos Lofe? A RIEGA ,ch/az/zaf‘

Vo e

/”—m_m

- C_,_——/'—' N -
“Uso de Células Mesenquimales de Pulpa Dental para
Reconstruccién Mandibular: Estudio Preclinico en

eo’eE@imdgo@étua!idad existen diversos

metodos para la reconstruccidn de
defectos en la regién maxilofacial,
uno de los mas actuales es el uso de
células troncales e ingenieria tisular
con la finalidad de reducir la

morbilidad de los injertos autélogos -

asi como mejorar la calidad de los
tejidos  obtenidos. Las células
troncales mesenquimales para ser
consideradas como tal, deben de
cumplir con ciertos criterios. Su
fuente de obtencion es muy amplia,
pero la que presentamos en esta
revision son obtenidas de pulpa
dental de dientes sanos extraidos
indicada su extraccion por diversos
motivos medico-odontolégicos.
Durante muchos afios se ha
estudiado el comportamiento de estas
celulas tanto in-vito como in-vivo
dando como resultado un
comportamiento morfolégico
fisiolégico y genético estable. En este
articulo presentamos la investigacién
de un método novedoso para la
reconstruccion mandibular de
defectos criticos realizados en la
mandibula de un cerdo. Los
resultados obtenidos fueron los
esperados en el sitio tratado tanto en
cantidad como en calidad &sea
obtenida. Concluimos que el uso de
este método novedoso para la
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reconstruccion mandibular es seguro
y eficaz.

Abstract

Currently there are various methods
for the reconstruction of defects in the
maxillofacial region, one of the most

- current is the use of stem cells and

tissue engineering in order to reduce
the morbidity of autologous grafis and
improve the quality of the tissues
obtained . The mesenchymal stem
cells are stem cells derived from the
mesodermal layer and to be
considered as such, they must meet
certain criteria. lis source is very
broad, but the one we present in this
review are mesenchymal cells
obtained from dental pulp of healthy
extracted teeth. For many years the
behavior of these cells has been
studied both in-vito and in-vivo,
resulting in a stable physiological,
genetic and morphological behavior.
In this article we present the
investigation of a novel method for the
mandibular reconstruction of critical
size defects made in the jaw of a pig.
The resulis obtained were those
expected in the treated site, both in
quantity and in bone quality. We;
conclude that the use of this nov

method for mandibular reconstructio

is safe and effective.




Introduccion

Histéricamente se han desarroliado
diversos métodos para la
reconstruccién de la region
maxilofacial. Actualmente el uso de
ingenieria tisular y terapia celular ha
ganado terreno tanto en Ia
reconstruccion de defectos craneo-
maxilofaciales como en diferentes
areas clinicas como son Ia
neurocirugia, neurologia, cardiologia,
angiologia, inmunologia, ortopedia,
oftalmologia y reumatologia por solo
mencionar algunas. 1

La definicién clasica de las células
troncales (células madre como eran
conocidas anteriormente) se basa
fundamentalmente en una
perspectiva funcional ya que estas
células no poseen caracteristicas
fenotipicas propias. Se definen como
células indiferenciadas, capaces de
auto renovarse y de producir una
gran cantidad de células progenitoras
especializadas y funcionales,
regenerar tejidos después de sufrir
lesiones, siendo estas flexibles en el
uso de todas estas opciones. 23

Otra definicion que puede ser
utilizada y agrega algunos conceptos
importantes es la dada por Anderson
y cols. en el afio 2001 gue nos dicen
que las células troncales son aquelias
capaces de auto replicarse vy
diferenciarse in-vitro e in-vivo y que
para que realmente sean
consideradas como células troncales
requieren de ser positivas a ciertos
marcadores celulares especificos.*
Las células troncales mesenquimales
(MSC por sus siglas en inglés) son
ceélulas troncales derivadas de Ia
capa germinativa mesodérmica, su
definicibn dada por la Sociedad

Internacional de Terapia Celular nos
menciona que estas deben cumplir
ciertos criterios minimos para ser
llamadas de esta forma, estos
criterics son los siguientesS:
e Capacidad de adherirse al
‘plastico de las cajas de cultivo.
s Positividad y negatividad a
ciertos marcadores
especificos. Positivos: CD73,
CD90, CD105. Negativos:
CD14, CD34, CD45 y HLA-DR.
¢ Capacidad para diferenciarse
en células de origen
mesenguimat: adipocitos,
condrocitos y osteoblastos.

El objetivo de este articulo es
presentar la reconstruccion de
defectos mandibulares criticos en
cerdos con un método novedoso, el
cual es e wuso de células
mesenquimales expandidas de origen
dental para la reconstruccién de los
mismos.

Antecedentes Historicos

El término “célula madre” se utilizo
por primera vez en hematologia en
1896, cuando Pappenheim propuso Ia
existencia de una célula precursora
capaz de dar origen a las estirpes
celulares de la sangre.®

En 1960, Mc- Culloch y Till notaron
que ratones radiados ietalmente, a
los que se habia inyectado células
extraidas de la medula o6sea de
ratones no  radiados, podian
sobrevivir y comenzaron a analizar
ios tejidos hematopoyéticos de estos
animales con la finalidad de encontrar
los componentes causales de Ia



regeneracion sanguinea. De esta
manera, hallaron masas tumorales en
el bazo de los ratones que, una vez
examinadas, resultaron ser colonias
de células hematopoyéticas, capaces
de generar las tres estirpes celulares,
de donde naci6 el concepto y
definicién de la célula madre como
aquella capaz de auto renovarse,
diferenciarse y proliferar
extensamente.®

Existe un grupo de investigadores los
cuales marcan un parte aguas en el
estudio de las células troncales
mesenquimales, este grupo
comandado por el investigador
Alexander Friedenstein inician sus
estudios a finales de los afios 60 y
contindan durante toda la década de
los 70s. Este grupo utilizando
ratones en sus  experimentos
identifican a la poblacién
mesenguimal por su capacidad para
adherirse al plato de cultivo. Estas
celulas fueron denominadas unidades
formadoras de colonias de
fibroblastos (CFU-F por sus siglas en
inglés) o mecanocitos estromales. 7.8
Hasta esta época todos los estudios
habian sido realizados en animales
pero posteriormente Caplan y cols.
desarrollan un método el cual
permitia cultivar células
mesenquimales de humanocs adultos.
9

Este grupo logré obtener y diferenciar
células troncales mesenquimales de
adultos, su método se basaba en
obtener medula 6sea a partir de
aspirados de cresta iliaca de
donadores sanos. Después de 3 dias
de cultivo las células que no se
adherian se removian y las células
que si se adherian se mantenian en
cultivo in vitro. El estudio revelé que
de todas las células cultivadas, solo
un poco porcentaje tenia la capacidad

de adherirse y formar colonias. Estas

células adheridas eran
primordialmente de aspecto
fibroblastoide aunque también

encontraron celulas poligonales vy
redondas aunque en menor cantidad.
Reportan aparicion de 1 a 5 CFU-F
por cada 100,000 células nucleadas
de médula sembradas. Las colonias
eran formadas entre 14 y 21 dias
pero reportan que posterior a eso
hubo un crecimiento exponencial de
las células.®

Caplan también describe la
capacidad de diferenciacién de las
células mesenquimales adultas vy
reporta que tienen la capacidad de
dar linajes celulares a cartilago y
hueso. En conclusion de todos sus
estudios, Caplan propone que estas
células son un muy buen candidato
en Medicina Regenerativa, siempre y

cuando sean expandidas y
10
caracterizadas previamente in-vitro.

Posteriormente Thompson y cols. en
1998 logra aislar células troncales de
un embrion humano. Las células
fueron obtenidas de la masa interna
del blastocisto de un embrién
previamente cultivado in-vitro. Estas
células que tienen la caracteristica de
ser  pluripotentes  habian  sido
obtenidas anteriormente de
embriones de ratones pero nunca de
humanos. !

En en el afioc 2000 se realiza una
publicacion sumamente importante
para quienes estudian las células
troncales mesenquimales. Gronthos y
cols. logran aislar ceélulas
mesenquimales de fa pulpa dental de
terceros molares extraidos. Estas
ceélulas obtenidas fueron cultivadas y
comparadas en varios aspectos
contra células mesenquimales de la
medula 6sea arrojando resultados



sorprendentes. En primer lugar las
celulas obtenidas de la pulpa dental
forman un mayor nimero de colonias
que las células obtenidas de médula
osea. En su analisis
inmunohistoquimico ambas células
resultaron ser similares a los
marcadores positivos y negativos
especificos de MSC. Por (ltimo
demostraron que las células de
origen dental tienen un potencial de
diferenciacién mayor al de las células
obtenidas de la médula ésea. 12
Como dltimo punto de los
antecedentes histéricos nos parecio
importante mencionar a los
ganadores del Premio Nobel de
Medicina en el afio 2012 Sir John B.
Gurdon y el Dr. Shinya Yamanaka los
cuales obtienen este premio gracias a
su descubrimiento de que las células
adultas diferenciadas pueden ser
inducidas y reprogramadas para
volverlas células troncales
indiferenciadas y asi  volverlas
piuripotentes. 13

Materiales y métodos

Manegjo de fas células

Todas las muestras obtenidas de
pulpa dental fueron de donadores
humanos sanos, los cuales fueron
previamente informados del
procedimientc a realizar y firmaron
consentimiento informado. Una vez
asiladas las células mesenquimales,
con los métodos mencionados por
Gronthos y cols.’? | se siembran en
un frasco con medio de cultivo y son
llevadas a la camara de cultivo, la
cual se encuentra a 37°C con 5% de
Co2 y oxigeno atmosférico. Estos
frascos de cultivo son monitoreados
microscopicamente cada tercer dia

para observar y verificar el desarrollo
de unidades formadoras de colonias.

Previo a la criopreservacién mediante
un analisis de polimerasa de reaccién
en cadena se descarta que estas
celulas hubieran estado en contacto
con patdgenos virales (Hepatitis B,
Hepatitis C, Citomegalovirus),
hongos, y bacterias (Mycoplasma
oralis).

Se realiza la cripreservacion de las
mismas en nitrogeno liquido a -196°
C y previo a su uso el
descongelamiento de la mismas.

Sujetos de Estudio

Los cerdos domésticos jévenes se
obtuvieron de una granja veterinaria
de cerdos mantenida con fines de
investigacion. Se incluyeron en el
estudio dos cerdos de enire 35 a 41
kg. Se les realizaron defectos
mandibulares criticos previamente
descritos por Sun et al. % Se
realizaron abordajes
submandibulares y eliminacién del
periostio pterigoideo y maseterino asi
como la ligadura de la arteria dentaria
inferior previo a la realizacién del
defecto mandibuiar critico. (Fig.1, 2 y
3) El Comité de Bioética del Instituto
de Investigacion Biomédica
(Universidad Nacional Auténoma de
México) y el Comité de Estudios
Preclinicos de “innovaciones vy
Desarrolio en Biotecnologia Celular
SA DE CV”, México, aprobaron el uso
de cerdos domésticos para este
estudio.

Células Injertadas

Las células
indiferenciadas

mesenquimales
previamente



marcadas con proteina verde
fluorecente y se colocaron 6 x 106
células por cm? de defecto creado.
Estas fueron cultivadas en una matriz
de colagena bovina y combinadas
con hueso desmineralizado de
cadaver humano como
osteoconductor, todo esto contenido
por una malla de titanio. (Fig. 4, 5)

Grupo Controf

En el grupo control se realizd el
mismo procedimiento en el cual se
desperiostizan los musculos, se liga
la arteria y se realiza el defecto 6seo.
En este grupo se coloca la matriz de
colageno con el hueso
desmineralizado de cadaver humano
y la malla de titanio sin células
mesenquimales. (Fig 6.)

Resultados

En el defecto critico creado en el
cerdo de grupo de estudio, se obtuvo
una regeneracion 6sea del 100% del
defecto preexistente, a los 4 meses
post transplante (Fig. 7). E! hueso
obtenido y disecado mostrd hueso
tipo cortical, similar al hueso normal
del area del angulo mandibular del
cerdo. Este hueso cortical se
encontraba cubierto por un nuevo
periostio y las figuras 8 y 9 muestran
este hueso cortical de la misma
morfologia del defecto inicial y un
periostio grueso y bien vascularizado
mostrando la impronta de la malla de
titanio que contenia el injerto con las
células mesenquimales.

En la figura 10 en el cerdo control en
el cual se realizé el mismo tipo de
defecto y se reconstruyd con los
mismo elementos pero sin células

mesenquimaies, se observa la lisis
parcial del hueso injertado el cual
presentaba datos de infeccion aguda;
no se demostré la regeneracion ni de
hueso cortical ni de periostio.

Discusion

Con el fin de brindar una mejor
calidad de vida a nuestros pacientes,
durante muchos afios se han
estudiando diversos métodos para la
reconstruccion mandibular como son
los injertos autdlogos en bloque y
particulados, injertos autdlogos libres,
uso de distraccion osteogénica, alo o
Xenoinjertos solos o en combinacion
con proteina morfogenética
recombinante, {odos estos con
diversos efectos positivos y negativos
en su utilizacion, lo cual nos impulsa
a buscar métodos novedosos vy
menos invasivos.

Existen diversos reportes de uso de
ingenieria tisular asi como diferentes
fuentes de células mesenquimales
para la reconstruccién de defectos
06seos en el maxilar y |la
mandibula'5.1617.18 naro no fué hasta
el afo 2009 que se realiza la primer
publicacion de wuso de células
mesenquimales de pulpa dental para
defectos post extraccion de terceros
molares en humanos. 19

En la actualidad hay reportados
diversos usos de estas células para
las  diferentes ramas de la
odontologia. En endodoncia, la
regeneracion pulpar a través de
células mesenquimales de pulpa
dental obteniendo buenos resultados
en la regeneracion pulpar, sin efectos
adversos ni toxicidad. 20



En la rama de la periodoncia existen
reportes actuales del tratamiento de
defectos intradseos con células
obtenidas del ligamento periodontal
humano, en el articulo se trataror a
30 pacientes con periodontitis y el
seguimiento fue de 12 meses,
obteniendo adecuados resultadcs y
concluyen que el uso de estas
celulas es seguro y no producen
efectos adversos significativos. #1

En {a reconstruccién de la regién
maxilofacial existen maltiples reportes
del uso de MSC obtenidas de
diferentes fuentes, principalmente de
meédula ésea y de grasa, para su uso
clinico, tanto en rebordes alveolares
atréficos como en defectos por
hendiduras por labio y paladar
hendido. 22.23. 24

Actualmente el Unico reporie para
reconstruccion mandibular con
celulas mesenquimales obtenidas de
pulpa dental es la regeneracion de un
defecto mandibular post reseccion de
un ameloblastoma en el cual tienen
un seguimiento a 1 afio y medio sin
recurrencia del tumor, colocacion y
carga de implantes en el hueso
obtenido a partir de estas células. 25

En esta publicacién demostramos
que el uso de las células obtenidas
de pulpa dental humana es efectivo
en la regeneracion de defectos
mandibulares criticos, en corto tiempo
y con hueso en adecuada cantidad y
calidad.

Conciusiones

Desde hace muchos afios se ha
intentado corregir los defectos éseos
craneo-maxilofaciales con diversos
métodos, los cuales hasta el dia de

hoy, cuando se utilizan de manera
adecuada, normalmente se obtienen
resultados adecuados. Cuando
existen defectos criticos el uso de
estos métodos de reconstruccion
normalmente son demasiado
invasivos para el paciente.

Por sus diversas fuentes sabemos
que las céulas mesenquimales son
una fuente de facil acceso ya que
podemos cobienerlas de dientes
deciduos, ligamento periodontal,
premolares y molares sanos
extraidos y grasa entre ofras.

Otra punto importante es que estas
células han sido profundamente
estudiadas por muchos afios en
cuanto a su comportamiento una vez
colocadas en los sujetos de estudio y
no existen reportes de efectos
secundarios importantes ni tampoco
de formacién de tumores.

En esta publicacién concluimos que
el uso de células mesenquimales
humanas obtenidas de pulpa dental
es seguro y efectivo para el
tratamiento de defectos criticos
mandibulares. Asi mismo creemos en
la necesidad de continuar estudiando
este tipo de terapias para su futuro
uso en humanos.
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