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PBS: buffer fosfato salino
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RPMI: Roswell Park Memorial Institute

SFB: suero fetal bovino

TBS: tampodn tris salino



Obtencidn y expansion de células madres mesenquimales a partir de la pulpa dental de
pacientes con diagnostico de Pulpitis Irreversible, del nordeste argentino. Estudio de
sus propiedades de adherencia a diferentes materiales

CAPITULO

1 INTRODUCCION

Elias J. Azzi



Capitulol | 6
Introduccién

Introduccion

1.1. Las células madre

1.1.1. La investigacion actual en células madre: propiedades bioldgicas

1.1.2. Células madre de pulpa dental humana (hDPMSC)

1.1.3. Diferenciacion odontogénica de células madre de pulpa dental
humana (hDPSC)

1.1.4. Diferenciacion de hDPSC hacia la formacion dsea

1.2. La pulpitis irreversible como oportunidad de acceso a tejido fuente
de células madre

1.2.1. La pulpa irreversible y su diagndstico

1.2.2. Procedimientos de extraccion de pulpa dental. Obtencion de hDPSC.

1.3. La odontologia regenerativa y sus recursos
1.3.1. La regeneracion dsea y su problemdtica
1.3.2. Propiedades de adherencia de las hDPSC en distintas superficies
1.3.3. Las MSCs producen mediadores celulares antiinflamatorios

1.3.4. La impresion 3D como recurso biomédico en odontologia

1.4. Proyecciones futuras del uso de hDPMSC

1.5. Objetivos
1.5.1. Objetivo General

1.5.2. Objetivos Particulares



Capitulol1 | 7
Introduccién

1.1. Las células madre

1.1.1. Lainvestigacion actual en células madre: propiedades bioldgicas generales

El campo de células madre (Stem cells; SC) representa un drea de especial interés
para la investigacién cientifica dado que los resultados obtenidos hasta la fecha,
muestran buenas expectativas para el uso de células madre en biomedicina
experimental y en ensayos clinicos. Ademas, actualmente existen nuevas estrategias
terapéuticas, gracias a los grandes avances en la biologia de SC, que péersiguen el
objetivo de regenerar los tejidos lesionados por diferentes patologias. Esto puede ser
potencialmente posible gracias a la troncalidad de estas células (Stemness), es decir, la
capacidad de células indiferenciadas para someterse a un numero indéfinido de
feplicaciones (auto-renovacion)y dar lugar a células eéspéecializadas (diferenciacién). Por
lo tanto, las células madre se diferencian de otras estirpes celulares, ya que son capaces
de sostener la auto-renovacion, son no especializadas, y pueden dar lugar a tipos
celulares fenotipicamente bien definidos. La diferenciacién puede ser identificada por
un cambio en la morfologia celular y por el seguimiento de proteinas especificas de
marcacion en la superficie celular (cluster of differentiation) que son de utilidad
especifica para visualizar su actividad en un tejido, cuando permanecen en reposo (no
se dividen) durante largos periodos de tiempo, o cuando son activadas por una
necesidad fisioldgica de los tejidos, por enfermedad, o por lesidn tisular. Por lo tanto, la
funcién principal de las células madre adultas es mantener y reparar el tejido en el que
§e encuentran: Se cree que residen en dareas especificas denominadas “fiches” que se
han identificado en muchos drganos y tejidos, incluyendo ¢erebro, médula ésea;, sangre
periférica, vasos sanguineos, musculo esquelético, piel, corazdn, intestino, higado,

épitelio ovarico, testis'y por supuesto dientes (Dimmeler et al. 2014).

Los SC se han clasificado en tres grupos principales: células madre embrionales
(ESC), células madre pluripotentes inducidas (iPSCs) y(células madre postnatales /
adultas (ASC) (Bellin et al. 2012) . Las ASC incluyen: células madre hematopoyéticas
(Berardi et al. 1995), células madre epidérmicas (Jones, Harper, and Watt 1995), células

madre mesenquimales (Owen 1988), células madre adiposas (Bobis, Jarocha, and
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Majka 2006), células madre neurales, células madre limbales y células madre hepdticas

(Sell 1994).

Las células madre mesenquimales humanas (hMSC) son células multipotentes
con gran potencial de diferenciacidon clonogénica. Estan presentes en el estroma de
médula dsea en adultos. Las hMSC son células con forma de huso, similares a
fibroblastos, que pueden replicarse como células indiferenciadas. Ademas, las hMSC
tienen el potencial de diferenciarse en muchos tejidos derivados del mesénquima,
incluidos hueso, cartilago, grasa, tendén, musculo y estroma de la médula (Pittenger et
al. 1999). Ademas de la médula ésea, actualmente es posible obtener poblaciones
similares a MSC a partir de tejidos adiposos y sangre del cordéon umbilical (Mareschi et

al. 2001).

El tejido adiposo y la médula ésea son las fuentes de hMSC mas facilmente

disponibles, ya que se obtienen facilmente y tienen progenitores relativamente

abundantes. Se ha demostrado que las células madre mesenquimales de la médula 6sea
(BMMSC) mejoran el dafio tisular y mejoran la funcién después de una lesion pulmonar,
enfermedad renal, diabetes, infarto de miocardio, lesiéon hepdtica y trastornos
AEUFGIGEIEES) (Li and lkehara 2013).

Sin embargo, las BMMSC tienen mayores complicaciones para diferenciarse en
linajes condrogénicos y osteogénicos que las MSC derivadas de tejido adiposo. Otros
linajes de diferenciacion, tales como miogénicos, neurogénicos y tenogénicos pueden

mas bien derivarse de los BMMSC (G. T. J. Huang, Gronthos, and Shi 2009b).

En las dltimas décadas, la investigacion de células MSC-like en diversos tejidos
especificos ha llevado al descubrimiento de una amplia variedad de células madre en
cada drgano vy tejido del cuerpo. Asi se vio que existen hMSC de los tejidos orales /

dentales (lto et al. 2017; Kaneko et al. 2019; Li and Ikehara 2013).

El desarrollo dental es un proceso que comienza en la sexta semana en el Gtero.
Los dientes se forman a partir del ectodermo oral y el ectomesénquima, que se deriva
de la cresta neural. El ectodermo forma el 6rgano del esmalte, que forma el esmalte. El

ectodermo también interactia con el ectomesénquima y las formas de dentina,
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cemento y ligamento periodontal. A medida que se forman los dientes, parte del
primitivo ectomesénquima se encierra dentro de los posibles dientes que forman la
Aulpaidental que representa una fuente de células madre. Las células madre de la pulpa
dental comparten similitudes con BMMSC al exhibir marcadores de superficie similares
y proteinas de matriz asociadas con la formacién de tejido mineralizado (fosfatos
alcalinos, osteocalcina y osteopontina). Si bien cada parte del diente, tiene su propio
origen, en principio las SC adultas, no parecen tener mayor implicancia en los estadios
iniciales del desarrollo del diente, sino que como se dijo antes, esta poblacidn constituye
un reservorio equivalente al de otros érganos (Dong et al. 2019; Yianni and Sharpe 2019;

Gronthos, Brahim, et al. 2000).

En 2000, se informd por primera vez el aislamientoy la caracterizacion de las hMSC
del tejido pulpar (DPMSC) de dientes del tercer molar( (Gronthos, Mankani, et al. 2000).
Actualmente, se han obtenido también nuevas poblaciones similares a hMSC de
diferentes tejidos en relacion a las piezas dentarias como los dientes deciduos exfoliados
humanos (SHED), ligamento periodontal (PDLSC), células progenitoras del foliculo dental
(DFPC), papila apical (SCAP) y tejido gingival (GMSC). Las MSC orales presentan
multipotencialidad in vitro y pueden diferenciarse en varias poblaciones celulares como
odontoblastos, osteoblastos, células neurales, condrocitos, adipocitos, mioblastos,
fibroblastos y células endoteliales (Morsczeck et al. 2005; Sonoyama et al. 2006; Zhang
et al. 2009; Liu et al. 2015). Estas notables caracteristicas son muy aprovechables a los

objetivos planteados en esta tesis.
1.1.2. Células madre de pulpa dental humana (hDPSCs)

La pulpa dental es un tejido oral no mineralizado compuesto de tejido conectivo
blando, componentes linfaticos vasculares y elementos nerviosos que ocupa una
cavidad central llamada camara pulpar en el centro de cada pieza dentaria,
conformando un complejo llamado dentino-pulpar con el tejido que lo recubre y limita,
la Dentina. La cavidad pulpar es una cavidad de paredes inextensibles y rigidas rodeada
de un tejido mineralizado con el cual tiene una intima relacion para la supervivencia y
funcidn de la pieza dentaria. En la corona de la pieza se encuentra la cdmara pulpar y se

extiende a través de la raiz o raices del diente, como el conducto radicular que se abre
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hacia el periodonto a través del agujero apical. La sangre, los vasos y los nervios de la
pulpa dental entran y salen del diente a través de este orificio. La pulpa dental (Figura I-
1) contiene diferentes tipos de células: endoteliales, neuronas, fibroblastos,
osteoblastos / osteoclastos y odontoblastos (Winning and Townsend 2000). Entre ellas

con inmunomarcaciones especificas, podrian visualizarse las DPMSC (Ver mas adelante).

Las células madre de la pulpa dental (hDPSC) son células madre derivadas del
ectodérmo, que se originan a partir de las células de la cresta neural migratoria y poseen
propiedades de células madre mesenquimales, con una morfologia similar a
fibroblastos, adherencia a una superficie plastica y forman colonias cuando se cultivan

in vitro (Martens et al. 2013).

La localizacion de hDPMSC en los tejidos de la pulpa dental no estd clara,
principalmente porque no hay un marcador especifico de DPMSC. Un estudio histérico

ha demostrado que existen células similares a odontoblastos (marcadas con timidina 3H)

estan presentes en el sitio de exposicién pulpar de los dientes, SUgifiendeiGuelaipulpa

Ademas, las hDPMSC poseen la capacidad de diferenciacion en multiples linajes.

Estas células podrian diferenciarse a CofidioGitosHadipocitosIodontoblastosyicelulasice
tipoNfEuralNeRIcondicionesIdENinduccioNIapropiadas (Fawzy El-Sayed 2013). Alge vy

colaboradores compararon DPMSC y BMMSC con respecto a su tasa de proliferacion,
formaciéon de colonias, potencial clonogénico y potencial de mineralizacién, e
informaron que las hDPSC tienen una mayor tasa de proliferacién, un mayor potencial
clonogénico y un mayor nimero de células madre / progenitoras en la poblacion y
pueden tener un mejor potencial de mineralizacion en comparaciéon con BMMSC (Alge

et al. 2010).

Las hDPSCs también expresan marcadores mesenquimales como: CD29, CD44,

CD59, CD73, CD90, CD146, y no expresan marcadores hematopoyéticos: CD34, CD45,

10
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CD11b. Las DPSC han demostrado un gran potencial en medicina regenerativa y se han

utilizado en modelos pancreaticos, cardiaco y corneal.

Ok

e

Figura I-1. Ubicacion de las
hDPSCs en el tejido pulpar. A.
Tincidon HE de la pulpa dental de
incisivos superiores de rata. El
inicio de la diferenciacion de
odontoblastos (OB) se observa en
la etapa de campana tardia, y las
células de la pulpa dental (DP)
que estan en contacto con el
epitelio interno del esmalte se
diferencian en odontoblastos.
(AB, hueso alveolar; D, dentina;
SR, reticulo estrellado. Barra: 100
pm. B y C. Los OB se localizan en
la periferia de la pulpa dental y
extienden sus procesos
citoplasmaticos a la dentina. Los
odontoblastos maduros poseen
cuerpos celulares columnares,
que estdan conectados por
uniones huecas. La transduccion
de sefiales se induce a través de
estas uniones. (Bv, vaso
sanguineo; D, dentina; PD,
predentina. Barra, 100 pm. Las
DPMSC se verian en la DP con una
inmunomarcacion especifica.

Por otro lado, se logré diferenciar DPMSC en células de islotes, similares a las

células de islotes pancreaticos (ICA). El ICA derivado de DPSC expresa marcadores de

células pancredticas y también ha demostrado la liberacidén de insulina de una manera

dependiente de glucosa, confirmando asi su funcionalidad in vitro (Govindasamy et al.

2011). Estos resultados iniciales muestran que los DPSC son una posible opcién de

tratamiento futuro para la diabetes.
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También se demostré que las DPMSC pueden secretar factores pro-angiogénicos
y antiapoptoéticos y tener potencial para reparar el infarto de miocardio (IM) inducido
en modelos animales. Las DPMSC se expandieron in vitro y mejoraron las funciones
cardiacas dentro de las 4 semanas de la inyeccion intramiocardica. Los hallazgos de
Gandia y colaboradores indican el potencial de las DPSC como una poblacién celular
alternativa para la reparacién cardiaca del infarto agudo de miocardio (Gandia et al.

2008).

Adicionalmente, se observé que las hDPSCs comparten caracteristicas similares
con las células madre limbales (LSC) in vitro y que poseen potencial para constituir una
fuente alternativa para la reconstruccion corneal en pacientes con deficiencia de células
madre de extremidades totales uni o bilaterales. Estos investigadores observaron que
es posible un trasplante exitoso de DPSC para reconstruir el epitelio corneal en un
modelo animal con deficiencia de células madre limbares (LSCD) (Gomes et al. 2010;

Monteiro et al. 2009).

Estos hallazgos muestran que las DPSC podrian desempefar un papel fundamental
en la medicina regenerativa y proporcionar una ventana al potencial aun sin mucho

explotar de estas células.

1.1.3. Diferenciacion odontogénica de células madre de pulpa dental humana

(hDPMSC)

Naturalmente, las DPSCs también se han utilizado en la regeneracion de tejido
dental. Gronthos y colaboradores demostraron la capacidad que estas células tienen
para diferenciarse en odontoblastos (Gronthos, Brahim, et al. 2000), e informaron que
las mDPSC trasplantadas en ratones inmunocomprometidos pudieron generar una
estructura similar a la dentina revestida con células similares a los odontoblastos
humanos. En 2001, se demostrd que las vias bioquimicas implicadas en el proceso de
diferenciacion de DPSC en odontoblastos son similares a las involucradas en la
diferenciacion de BMMSC en osteoblastos (Shi, Robey, and Gronthos 2001). En 2006,
Huang y colaboradores disefiaron un experimento bastante original, en el que

sembraron DPMSC en la superficie de dentina tratada mecdanica y quimicamente y luego

12



Capitulo 1
Introduccién

por anadlisis con microscopia electrénica observaron la formacién de una morfologia
similar a la de los odontoblastos con un proceso citoplasmatico que se extendia hacia
un tdbulo dentinario. Estos datos demostraron la formacidn de células con morfologias
odontoblasticas en la dentina existente, lo que sugiere que las DPMSC aisladas de la
dentina existente pueden diferenciarse en odontoblastos (G. T.-J. Huang,

Shagramanova, and Chan 2006).

Uno de los primeros trabajos que planted la posibilidad de uso de DPSC hipotéticas
tomados de la pulpa dental inflamada (IP) fue el de Alongi y colaboradores. Ellos
postularon que estas células podrian usarse para la regeneracidn de tejidos dentales, asi
las implantaron en modelos animales y detectaron la formacién de complejos similares
a pulpa / dentina (Alongi et al. 2010). Si bien este grupo de investigacidén no progreso en
esta linea de investigacién, posteriormente, Davies y colaboradores destacaron la
importancia de los componentes de la matriz de dentina (DMC) para promover la
diferenciacién dentinogénica. La adicion de DMC aumentd los niveles relativos de
expresion génica de los marcadores dentinogénicos e indujo cambios fenotipicos como
aumento de la sialofosfoproteina de la dentina y la proteina 1 de la matriz de la dentina

en las hDPSC (Davies et al. 2015).

Las propiedades de estas células, en asociacién con el reciente desarrollo y auge
de nuevos biomateriales imprimibles en modelos 3D, abre la puerta a la investigacion

de hDPMSC en andamios tridimensionales.

En odontologia regenerativa, el desarrollo de nuevos andamios adecuados para la
endodoncia podria representar un nuevo campo importante de investigacion de
materiales dentales (Galler et al. 2011). La ingenieria de tejidos basada en andamios
representa una estrategia prometedora para reemplazar las estructuras dentales
danadas y restaurar sus funciones bioldgicas (Qu et al. 2014). Dado esto, se evalud la
posibilidad la diferenciaciéon odontogénica de DPSC en andamios nanofibrosos (NF) -poli
(acido I-lactico) (PLLA) in vivo después de la implantacidon en ratones nude, (y varios otros
modelos, ej. andamios de poli (épsiloncaprolactona) (PCL) / gelatina con o sin la adicion
de nanohidroxiapatita) concluyendo que los andamios representan un excelente

entorno para que los mDPSC regeneren pulpa dental y dentina (Soares et al. 2018; Wang

13
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et al. 2011, 2010). En conclusidn, la incorporacién de nHA en nanofibras de hecho

mejoro la diferenciacién de DPSC hacia un fenotipo de odontoblastos in vivo.

Los hidrogeles se han estudiado en gran medida como andamios de ingenieria de
tejidos debido a sus propiedades biolégicas favorables (Kwon 2015). En un estudio
reciente, Cavalcanti y colaboradores evaluaron la compatibilidad de Puramatrix
(hidrogel peptidico de autoensamblaje) con el crecimiento y diferenciacion de hDPSC.
Ademas, los investigadores utilizaron el modelo de corte de diente humano con
Puramatrix, para verificar la diferenciacién de DPSC en células similares a odontoblastos,
midiendo la expresién la expresién de sialophosphoprotein de denin (DSPP) y proteina
de matriz de dentina 1 (DMP-1). Los autores informaron que después de 21 dias en
rodajas de dientes que contenian Puramatrix, las células DPSC expresaron DMP-1 y
DSPP, supuestos marcadores de diferenciacién odontobldstica, que representan una
nueva alternativa prometedora de andamios inyectables para la ingenieria del tejido de
la pulpa dental (Cavalcanti, Zeitlin, and N6r 2013). Similarmente, se desarrolld un
andamio de hidrogel termo-sensible a base de glicol-quitina biodegradable (GC-TRS) que
se puede aplicar facilmente como una solucion viscosa suave a temperatura ambiente,
pero se transforma rapidamente en un hidrogel duradero en condiciones fisioldgicas.
GC-TRS permitié la proliferacién y diferenciacion odontogénica de hDPMSC y posee el
mismo potencial para ser utilizado en técnicas de ingenieria de tejidos para la

regeneracion de la dentina (Park et al. 2013).

Por otro lado, también se presenté un método de regeneracion endoddntica
basado en el uso de un andamio de hialuronano tridimensional (3D) y hDPMSC para
producir un tejido funcional similar a la pulpa dental in vitro. La construccion de
hialuronano-DPSC mostré una morfologia similar a la pulpa dental, que consta de varias
células especializadas que crecen dentro de las fibras de hialuronano. Ademas, estas
construcciones se implantaron en defectos de tamafio critico de calvario de rata. Los
analisis histoldgicos y los perfiles de expresidn génica realizados en injertos de
hialuronano-DPSC mostraron la regeneracion de tejido similar a la osteodentina, lo que
sugiere el potencial regenerativo del tejido disefiado con hialuronano-DPSC (Ferroni et

al. 2015).
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Estos andamios, presentaron resultados variables, muchos de ellos prometedores,
sin embargo, todos tienen forma estandar. Un factor que muy positivamente alentaria
el proceso de integracién y regeneracion ésea seria el de una forma personalizada de
andamio, a cada situacidn particular. La disponibilidad de impresoras 3D y resinas

biocompatibles de impresion, podrian contribuir en este proceso.
1.1.4. Diferenciacion de hDPSC hacia la formacion dsea

La reparacién y regeneracion del hueso es un desafio importante en el campo de
la cirugia maxilofacial oral y para todo el cuerpo humano en general (Patil et al. 2018).
Las enfermedades, traumas y procedimientos quirdrgicos que causan pérdida dsea
presentan una fuente importante de morbilidad en los grupos demograficos mas
ancianos. Los huesos adultos se remodelan continuamente a través de vias que inducen
la actividad de osteoclastos y osteoblastos. Las células madre progenitoras ubicadas en
el periostio y el endoostio poseen un potencial regenerativo e intervencion quirurgica
limitados y, la utilizaciéon de biomateriales que imitan la estructura ésea o el injerto seo
son indispensables para resolver la pérdida dsea (Salgado 2006). Es asi que, para evitar
los efectos secundarios causados por la implementacion de materiales biocompatibles

o la extraccién ésea, se han investigado nuevos enfoques.

Las células madre dentales muestran marcadores de superficie y proteinas
matriciales similares asociadas con la formacién de tejido mineralizado (osteocalcina y
osteopontina) y las células madre de pulpa dental humana representan un posible
recurso para diferenciarse en osteocitos / osteoblastos. En consecuencia, estas células
podrian usarse en la regeneracion del hueso alveolar y craneofacial. Durante la ultima
década se han realizado muchos estudios in vitro e in vivo. Los estudios in vitro
mostraron que las células madre postnatales, seleccionadas de la pulpa dental humana,
poseen la capacidad de proliferar y diferenciarse en osteoblastos (Kim et al. 2012; Yianni

and Sharpe 2019).

Se ha demostrado que una poblacién de células productoras de hueso estromal
(SBP) recolectadas del tejido de la pulpa dental, podria diferenciarse en células
precursoras de osteoblastos que expresan CD44*, factor de transcripcién relacionado

con Runt 2 (RUNX-2) y posteriormente en osteocitos / osteoblastos. Se detectd el nuevo
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dias de cultivo in vitro. Ademas, se informé la formacion de tejido éseo laminar con
osteocitos después del trasplante en ratas inmunocomprometidas (La Noce et al. 2014;

Laino et al. 2009; Kawashima and Okiji 2016).

Todo lo anterior, fundamenta un posible futuro uso de hDPMSC en estrategias
para favorecer el proceso de osificacion en diferentes campos de aplicaciéon en

odontologia, particularmente en implantologia.

[y

.2. La pulpitis irreversible como oportunidad de acceso a tejido fuente

de células madre

1.2.1. La pulpa irreversible y su diagndstico
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1.2.2. Procedimientos de extraccion de pulpa dental. Obtencion de hDPMSC

enzimatica

del tejido pulpar (DPSC-EZ) como se muestra en la Figura I-3 (A y B).

Figura 1-2. Obtencién de pulpa dental en pacientes humanos. A. El tejido pulpar se extrae
siguiendo los métodos convencionales endoddnticos. B. El tejido pulpar se limpia con materiales
absorbentes estériles (eliminacion de restos de sangre, o trozos pequenos rotos de pulpa). C.
Posteriormente se deposita, manteniendo la esterilidad, en un tubo eppendoff con medio de
cultivo sin SFB con Gentamicina (1 mg/m), o Penicilina/Streptomicina (2 U/ml) y Anfotericina B
(50 ug/ml). El tejido pulpar se extrae posteriormente en campana de flujo de aire laminar y se
procesa como se explica en el apartado siguiente.

El método de ex plante se basa en el crecimiento de células a partir de fragmentos
de tejido y la posterior adherencia a una superficie pldstica. La segunda técnica consiste
en la extraccidon quirdrgica estéril de la pulpa dental, una posterior digestion en
colagenasa / tripsina, y luego una caracterizacién y deteccion mediante el uso de
marcadores fenotipicos de la poblacién celular a obtener.

El aislamiento por digestidon enzimdtica se basa en el uso de citdmetros de flujo

con un clasificador/separador de células activado por fluorescencia (FACS — Cell sorter).
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Esta tecnologia viene siendo aplicada con éxito desde hace algunos afos (Dong et al.
2019). En el capitulo de Materiales y Métodos se se explican los procedimientos usados
experimentalmente en esta tesis. No obstante, en la Figura I-4 se muestran los pasos

bioquimicos mas frecuentemente usados en la caracterizacion de las MSC.
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Figura I-4. Diagrama para la caracterizacidn bioquimica celular de MSC. Esquema adaptado de
(Rajabzadeh, Fathi, and Farahzadi 2019). La inmunotipificacién de estas células implica la
marcacion positiva de al menos CD70, CD73, CD105, CD44 y la marcacién negativa de CD14,
CD45y CD34.

1.3. La odontologia regenerativa y sus recursos

1.3.1. La regeneracion dsea y su problemdtica

La implantologia es una disciplina con mas de 50 afios de evolucidn. La misma se basa
en conceptos biomecdnicos para lograr resultados favorables. El objetivo de la misma
es remplazar las raices de las piezas dentarias mediante implantes de aleaciones de

titanio con forma de raiz, capaz de integrarse al tejido dseo subyacente.

La comprensién de la biologia dsea (procesos de sefializacién celular y los mecanismos
moleculares implicados), la evoluciéon de la quimica de materiales, y los métodos
empleados lograron altas tasas de integracidn positiva al hueso residual (superiores a

un 97%).

La condicién fundamental para la rehabilitacién con implantes dentales es tener un
terreno 6ptimo, en cantidad y calidad dsea, para ubicar tridimensionalmente de forma

correcta las prétesis de raiz (implantes dentarios). Las técnicas de regeneracién ésea en

19
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los maxilares se constituyen como un método fundamental para lograr este objetivo,
pero presenta adversidades propias o ajenas a la zona a regenerar. Multiples factores
dificultan la capacidad de formar hueso nuevo maduro, en zonas donde existieron
reabsorciones, es por eso que la tasa de éxito es variable y baja en relacion a la lograda

en implantologia.

En la actualidad existen multiples técnicas y materiales utilizados con el objetivo de
mejorar el terreno 6seo mediante injertos, ubicados en las zonas con defectos para
disminuirlos o eliminarlos, y asi permitir la correcta ubicacién de los implantes dentarios
y/o favorecer la futura rehabilitaciéon protésica. Consiste bdasicamente en utilizar
materiales de injertos de diferentes origenes (homdlogos, heterdlogos o sintéticos)
como soportes o andamios que sirven para el aumento de hueso, nuevo sano y maduro,

capaz de soportar cargas e integrarse a implantes dentales.

En general la tasa de éxito de la regeneracion dsea es muy variable y relativa. Presenta
multiples dificultades: la escasa capacidad osteogénica en el sitio receptor, propiedades
limitadas de cualquiera de los tipos de injertos de la actualidad, estado local, general y
habitos del paciente, tiempo prolongado de curacién e integracién, y la forma de
aplicacién de la técnica empleada, por solo nombrar algunos de los factores entre otros.
Esto hace que todavia la regeneracion ésea este muy por debajo de el porcentaje de
éxito buscado para estos métodos terapéuticos, en oposicion a lo que se observa en

implantologia, donde la tasa de éxito ronda entre un 95% a 98%.

La odontologia es un campo en constante cambio que ha sido testigo de muchos
avances en el siglo pasado. La prostodoncia es una rama de la misma que se ocupa de
reemplazar los dientes perdidos utilizando dispositivos fijos o extraibles, en un intento
de simular la funcion natural del diente. Aunque tales "terapias de reemplazo" parecen
ser faciles y econdmicas, nunca se acercan a sus contrapartes naturales. Las
complicaciones que surgen a menudo conducen a fallas y reparaciones frecuentes de
tales dispositivos que rara vez permiten la verdadera funcion fisiolégica de los tejidos
dentales y maxilofaciales orales. Tales factores pueden afectar criticamente la calidad

de vida de un individuo.
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El mercado de implantes dentales y éseos crece continuamente con enormes
ingresos econdmicos. Si bien la tasa de éxito de los implantes dentales es cercana al
100% (mejor que cualquier otro tratamiento medico) necesita de la medicina
regenerativa para poder lograr tratamientos exitosos y con altos estandares de calidad.
Es ahi donde se encuentra con la baja y relativa tasa de éxito de la regeneracién ésea, y
la busqueda constante de mejores tipos de injertos, que combinen las tres capacidades
ideales: osteoinduccidn, osteoconduccion y osteogenia. En la actualidad los factores que
hacen vulnerables a los injertos en el sitio receptor afectan enormemente el resultado

final.

Es por eso que disminuir los tiempos de la osteointegracion, neoformacion y

curacion dsea seria de gran aporte al campo de la rehabilitacion con implantes.

Desafortunadamente, dichos tratamientos se asocian nuevamente con
problemas tal vez no tan frecuentes, pero problemas al fin, como por ejemplo la
periimplantitis, que resulta en una eventual pérdida o reemplazo de implantes. Esto es
particularmente influyente para los pacientes que tienen enfermedades comérbidas
como diabetes u osteoporosis en asociacidon con tabaquismo y otras afecciones, que

indudablemente afectan el resultado final del tratamiento.

El advenimiento de la ingenieria de tejidos y las terapias de medicina regenerativa
junto con los enormes avances realizados en sus campos interdisciplinares asociados,
como la terapia con células madre, el desarrollo de biomateriales y otros, pueden
generar nuevas metodologias para mejorar la regeneracion de tejidos mediante el
disefio y la construccion de productos bioldgicos especialmente disefiados para cada

paciente.

En una revisidon muy reciente, Rajabzadeh y colaboradores, presentan el Diagrama
para la aplicacion de células madre dentales (no solo hDPSCs) en odontologia y/o

medicina regenerativa (Rajabzadeh, Fathi, and Farahzadi 2019).
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Figura I-3. Diagrama para la aplicacion de células madre dentales en odontologia y/o medicina
regenerativa. Extraido de (Rajabzadeh, Fathi, and Farahzadi 2019).

Nétese que no se destaca la idea abordada en la presente tesis de usar hDPSCs en

implantologia dentaria.

1.3.2. Propiedades de adherencia de las hDPMSC en distintas superficies

La historia de las células madre y su posibilidad de uso en osificacion, se remonta
la década de 1960-70, cuando Friedenstein y sus colegas aislaron, cultivaron y
diferenciaron el linaje celular osteogénico de células derivadas de médula dsea de
cobayos (Friedenstein et al. 1974). Aparentemente, si bien estas células (BMMSCs) no
presentan las condiciones éptimas para diferenciacion celular osteogénica (Marei and
El Backly 2018), los trabajos iniciales demostraron que era factible.
Como se mostrd antes en los apartados 1.1.3 y 1.1.4 las hDPMSC in vitro son
capaces de diferenciarse a osteoblastos y odontoblastos. Si bien los Ultimas son clave

en el mantenimiento de la estructura del diente?! posiblemente la delicada y especifica

! Los dientes estan formados por tres tejidos duros Unicos, esmalte, dentina y cemento. El esmalte y el
cemento cubren la superficie de la corona y la raiz del diente, respectivamente, y la dentina comprende
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funcion 2 que ellos tienen en la sintesis de dentina no sea tan aprovechable en
biomedicina odontoldgica en el futuro. Por el contrario, si de manera eficiente se logra
in vivo la diferenciacion osteblastica a partir de hDPMSC, y se gobierna este proceso
farmacolégicamente, se estaria ganando una herramienta extraordinaria para acortar
los tiempos de regeneracién désea. Estos procedimientos no serian solo Utiles en
odontologia sino también en otras areas de la medicina regenerativa.

El primer paso para lograr esto, debe sortearse usando un vehiculo que sea capaz
de trasportar células eficientemente pegadas, al interior del alvéolo dentario, y a
continuacion, el mismo debe permitir in vivo la expansién, diferenciacidon celular y
sintesis de matriz ésea. Existen pocos estudios que evallen diferentes tipos de soportes
para la adhesion de hDPMSC, mas alla de los clasicos como placas de Petri o botellas de
cultivos celulares, (Rahman et al. 2018; Marrelli et al. 2018) y hasta ahora en nuestro
leal entender no se han usado soportes hechos con resinas biocompatibles para uso en
impresoras 3D. No obstante, es esperable que las mismas se adhieran a materiales
porosos de baja densidad, dado que la adhesion celular, es una funcion mas bien innata

de las células mesenquimales (Li and Ikehara 2013; Mareschi et al. 2001; Liu et al. 2015).
1.3.3. Las MSC producen mediadores celulares inflamatorios: citoquinas

Ademas de las propiedades bien establecidas de auto-renovacion y diferenciacion

multipotente, las células madre mesenquimales (obtenidas de tejidos orales, y otras)

la porcidn principal del diente. La pulpa dental es el Unico tejido conectivo no mineralizado que estd
rodeado de dentina y es rico en vasos sanguineos y fibras nerviosas.

2 Los odontoblastos estan presentes en la periferia de la pulpa dental y exhiben caracteristicas
morfoldgicas Unicas. Extienden proyecciones citoplasmaticas denominadas procesos odontobldsticos en
los tubulos dentinarios dentro de la dentina. Las estrechas relaciones anatdmicas y funcionales entre la
dentina y el tejido pulpar dental han llevado al desarrollo del concepto del "complejo dentina-pulpar".
Aunque el rol principal de los odontoblastos es la formacion de dentina, cada vez hay mas pruebas de que
también actian como nocioceptores y células con caracteristicas inmunes en la defensa de la pulpa
dental. Los odontoblastos son células de larga vida que se alinean a lo largo de la interfase dentino-pulpar,
donde mantienen la aposicién pre-dentina y dentina durante toda la vida de un diente. Son similares a las
neuronas y los cardiomiocitos en que son basicamente estables y no se reemplazan.

Durante el desarrollo del diente, incluida la diferenciacion de odontoblastos, las interacciones epiteliales-
mesenquimales son esenciales; las sefiales del epitelio interno del esmalte son necesarias para la
diferenciacién de los odontoblastos de las células periféricas de la papila dental que estan en contacto
con las ldminas basales, que se encuentran entre el epitelio interno del esmalte y la papila dental. Aunque
los mecanismos precisos responsables de la diferenciacion de odontoblastos siguen sin estar claros, se ha
observado experimentalmente que varios factores la inducen (Ej. miembros de la familia BMP (bone
morphogenetico proteins).
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exhiben funciones inmunomoduladoras y antiinflamatorias en varias enfermedades
autoinmunes o modelos inflamatorios experimentales (Zhang et al. 2009). Un estudio
clasico de esto ultimo, posiblemente sea el desarrollado por Wen y Colaboradores. Ellos
investigaron el efecto modulador de las MSC de médula ésea de rata en células
epiteliales corneales humanas (HCE-T) estimuladas con citocinas proinflamatorias
interferéon gamma (IFN-y) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), en un modelo de co-
cultivo in vitro. Los resultados mostraron que las MSCs redujeron la expresién de
moléculas de adhesiéon e inmunorreguladoras en HCE-T estimuladas con citocinas
proinflamatorias a través de la ruta de transcripcion NF-kB. Ademads, MSC atenud la
expresion de IDO a través de la transcripcidn de NF-kB y las vias de sefializacién de TGF-
B1. Por lo tanto, el cocultivo de HCE con MSC proporcioné un modelo in vitro util para
estudiar las propiedades antiinflamatorias de MSC que luego se extrapold a otros
modelos.

Estas propiedades bioldgicas adicionales que las MSC presentan, siempre son muy
atractivas si van a ser empleadas en algun proceso in vivo que implique trauma o

implante.
1.4. Proyecciones futuras del uso de DPMSCs

Como se puede observar en la clinica odontoldgica actual, la regeneracién 6sea
constituye una disciplina en constante crecimiento y cambio, esto se debe a un aumento
de requerimientos funcionales y estéticos de los pacientes, que lleva a la investigacion
cientifica a buscar mejores materiales de regeneracion, intentando optimizar los

estandares de eficacia.

Los materiales de regeneracién, como se menciond antes, deben tener
capacidad de formacién dsea, propiciar la diferenciacién osteobldstica y guiar la
deposicién del hueso sano neoformado. Estas caracteristicas estan naturalmente, muy
ligadas a las propiedades biolégicas del material de injerto, asi los huesos humanos
(particulados), presentan gran capacidad osteogénica. Los injertos de otras especies (€j.
Bovinos o porcinos) son osteoconductores y, los rellenos dseos sintéticos, como la
hidrixapatita (elaborados por sintesis bioquimica), presentan buenas caracteristicas de

osteoinduccién. Todos ellos sirven como andamios o soportes para que las células
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puedan continuar con el proceso de curacion y formacién de nuevo hueso luego de la
extraccion de piezas dentarias. No obstante, es facil ver, que ninguno cumple
estrictamente con todas las propiedades ideales. Esto enfoca y alienta a la buisqueda de

nuevos materiales en combinacidn con diferentes estrategias terapéuticas.

El advenimiento de nuevas tecnologias en el diagndstico digital odontoldgico abrid
las puertas al uso de diferentes alternativas: Tomografias, Scanners e Impresoras 3D.
Estos se han combinado para obtener éptimos resultados clinicos. Nuevos materiales
como resinas biocompatibles surgieron como opcién para la utilizacién clinica en
terapéuticas de rehabilitacidén oral. Sin tener un origen odontolégico, el proceso y la
utilizacion de todos los recursos digitales se conoce como CAD-CAM. Fase CAD, Disefio
Asistido por Computadoray Fase CAM Produccion asistida por Computadora. Esta nueva

y original forma de trabajar en odontologia se reconoce como work flow.

Considerando lo anterior, se pensdé como parte del aporte original de esta tesis, centrar
la atencidn en la utilizacidon de una resina biocompatible de impresién 3D, como un
andamio de fabricacion personalizada, que sirva de vehiculo de las hDPMSC, como un
primer paso, hacia el desarrollo de nuevas estrategias que impliquen el uso
odontolégico de terapias regenerativas celulares del propio paciente en el futuro

mediato.
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1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo General

En el presente trabajo de tesis nos propusimos estudiar la capacidad de obtencién y
expansion de células madres de la pulpa dental (hDPMSCs) a partir de pacientes con
diagnostico de Pulpitis Irreversible del nordeste argentino, y evaluar sus capacidades de

adherencia.
1.5.2. Objetivos Particulares

e Obtener el material pulpar en condiciones de esterilidad aptas para el posterior
cultivo in vitro y poner a punto una metodologia para digestién enzimatica del
tejido que permita la recuperaciéon de hDPMSCs.

e Estandarizar las condiciones de cultivo primario que permitan la expansion de
estas células

e Caracterizar el fenotipo de las células obtenidas y su cinética de crecimiento

e Estudiar algunos aspectos esenciales de su biologia como su capacidad de
produccidon mediadores de senalizacion (Citoquinas).

e Evaluar la capacidad de crecimiento y adherencia de estas células a diferentes
biomateriales utilizados en técnicas quirdrgicas de regeneracion dsea en

odontologia.



Obtencion y expansion de células madres mesenquimales a partir de la pulpa dental de
pacientes con diagnostico de Pulpitis Irreversible, del nordeste argentino. Estudio de
sus propiedades de adherencia a diferentes materiales

CAPITULO

5 MATERIALES Y METODOS
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Materiales y Métodos
2.1. Pacientesy procedimientos de muestreo
2.1.1. Criterios de seleccion

2.1.2. Procedimientos quirurgicos empleados

2.2. Cultivos celulares primarios y de linea
2.2.1. Digestion del tejido pulpar.
2.2.2. Recuperacion de hDPMSC y amplificacion
2.2.3. Cultivos de linea
2.2.4. Mantenimiento de los cultivos

2.2.5. Preservacion de las células nitrogeno liquido

2.3. Evaluacion de la expansion de cultivos MSC
2.3.1. Evaluacion de viabilidad y/o proliferacion celular con MTT
2.3.2. Determinacion de parametros cinéticos (K crecimiento y t” de
duplicacion)

2.3.3. Ensayos de scratch wound healing (Invasividad celular)

2.4. Estrategias de Biologia Molecular
2.4.1. Obtencion de RNA total de muestras tisulares y cultivos
celulares
2.4.2. Disefio de cebadores

2.4.3. PCR cuantitativa

2.5. Anadlisis por Citometria de Flujo
2.6. Diseiio e impresion de andamios

2.7. Analisis estadistico
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2.1. Pacientes y procedimientos de muestreo

2.1.1. Criterios de seleccion

Se seleccionaron 20 pacientes jévenes entre 20 y 40 aiios, sin compromiso de
enfermedades sistémicas. Con sintomatologia dolorosa de tipo pulpar en zona antero-
superior.

El estudio se realizé sobre piezas dentarias antero-superiores, incisivos centrales,
laterales o caninos. Piezas unirradiculares con conducto radicular Unico, con diagndstico
de pulpitis irreversible. La misma se caracteriza por un dolor espontdneo o inducido,
punzante, agudo, localizado o diferido, constante y de intensidad severa.

Todos los pacientes fueron informados de los estudios a realizar sobre la pulpa extraida
de las piezas dentarias, y firmaron un consentimiento informado.

2.1.2. Procedimientos quirurgicos empleados

En todos los casos se utilizd la técnica convencional endodontica para piezas dentarias
con pulputis irreversible. Se realizé la técnica anestésica infiltrativa terminal al nervio
dentario antero-superior. Se procedid a realizar la apertura de la cdmara pulpar con
instrumental rotatorio (Turbina) a alta velocidad (2.5-4.10° RPM) con piedra redonda

larga para luego regularizar con fresa de carburo de tungsteno de forma troncocédnica.

Una vez que se tuvo acceso a la cdmara pulpar se procedid a extraer el paquete vasculo

nervioso con pulpdtomos estériles.

La pulpa dental se llevo inmediatamente a un tubo eppendof con medio de cultivo

estéril.

2.2. Cultivos celulares primarios (hDPMSC) y de lineas

2.2.1. Digestion del tejido pulpar

El aislamiento de las hDPMSC se realizd inmediatamente de su reseccion

quirdrgica dentro de los 90 min, transportdndose las muestras en medio de cultivo
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incompleto Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM-F12) marca Sigma®,
suplementado con antibidticos (penicilina 50 U/ml y estreptomicina 50 ug/ml) vy
antimicotico (anfotericina B 2,5 ug/ml) en condiciones refrigeradas. Se procedié a la
remocion de restos de sangre (si los hubiera) y del pulpétomo en placas de Petri de 100
milimetros (mm). En un primer tratamiento, si intenté digerir la pulpa dental si trozar el
tejido. Adicionalmente, en los siguientes ensayos, los trozos de tejido se cortaron con
bisturi (técnica Choper) hasta lograr fragmentos de 1-5 mm? y se lavaron varias veces
con solucion fria fisiolégica suplementada con antibidticos y antimicético. Luego, los
pequenos fragmentos se digirieron en condiciones diferentes:

1. Digestion de la pulpa dental (entera) con Tripsina (0,1%; Bovina
pancreatica; Sigma® (T1426) por 1, 2 o 3 horas a 37 °C con agitacion del
tubo Falcon cada 20 minutos. Se ensayaron cinéticas de digestion
detenidas a los tiempos sefalados en tubos Falcon de 50 ml con medio
RPMI, en bafio de agua termostatizado.

2. Digestién con Tripsina (0,1%; Bovina pancreatica; Sigma® (T1426) por 1, 2
o 3 horas a 37 °C con agitacion del tubo Falcon cada 20 minutos. Se
ensayaron cinéticas de digestion detenidas a los tiempos sefialados en
tubos Falcon de 15 ml en bafio de agua termostatizado. Los trozos de tejido
se suspendieron en medio RPMI.

3. Digestién con Tripsina (Bovina pancreatica 0,1%; Sigma® (T1426) de los
trozos pulpares en medio RPMI por 1, 2 o 3 horas a temperatura ambiente
con agitaciéon del tubo Falcon de 15 ml en Saker a velocidad media. Se
ensayaron cinéticas de digestion detenidas a los tiempos senalados.

4. Digestion con Tripsina-EDTA; Sigma® (T3924) (0.25%, filtrada estéril, de
uso en cultivo celular, 2.5 g de tripsina porcina y 0.2 g EDTA e 4Na por litro
de solucidn salina con rojo fenol) de los trozos pulpares en medio RPMI por
1, 2 0 3 horas a temperatura ambiente con agitacion del tubo Falcon de 15

ml en Saker a velocidad media.

Estandarizando el tiempo de digestion en dos horas, también se ensayd la

digestidon con otras enzimas con o sin combinacién de Tripsina segun el siguiente detalle:
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5. Digestiéon con DNAsa (Roche®, 0,5 mg/ml; pancreatrica bovina) o
Colagenasa (Tipo I; 1 mg/ml; Sigma® C0125) por 1, 2 o0 3 horas a 37 °C con
agitacion del tubo Falcon (15ml) cada 20 minutos. Se ensayaron cinéticas
de digestion detenidas a los tiempos sefialados en bafio de agua
termostatizado. Los trozos de tejido se suspendieron en medio RPMI.

6. Digestion con Tripsina-EDTA; Sigma® (T3924) de los trozos pulpares en
medio RPMI por 2 horas a 37 °C con agitacion del tubo Falcon cada 20
minutos; y luego se formé un coctel agregando:

a. DNAsa (Roche®; 0,5 mg/ml; pancreatrica bovina) por dos horas a a
37 °C.

b. DNAsa (Roche®; 0,5 mg/ml; pancreatrica bovina) por 12 horas a °T
ambiente con agitacidén en Shaker vy,

c. Colagenasa (Tipo I; 1 mg/ml; Sigma® C0125) por dos horas a a 37
°C.

En todos los casos luego de la digestion, se agregdé RPMI o DMEM-F12
suplementado con 10% de SFB hasta completar el volumen del tubo, con el objeto de
detener el proceso de digestion (Melana et al. 2016).

En el capitulo 3, en la Tabla R-1 se presenta un resumen de los procedimientos

empleados y los resultados obtenidos de este conjunto de ensayos (Figura R-1).

2.2.2. Recuperacion de hDPMSCy amplificacion

Una vez puesto a punto el método de digestion del tejido pulpar, un punto delicado de
la técnica ha sido la separacién definitiva de hDPMSC de fibroblastos y células de tejido
conectivo no adherentes. Con la ayuda de Falcon® cell strainers de 40 um (Corning) de
nylon estériles se facilité el aislamiento, para obtener rdpidamente de manera
consistente una suspension de células primarias uniformes, separadas individualmente
de los restos de tejido. De esta manera las células se filtraron y se centrifugaron durante
10 min a 1500 RPM. El pellet se resuspendié en 1-2 ml de medio suplementado y se

realizé el recuento celular en cdmara de Neubauer utilizando 10 pl de suspension con
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10 ul de azul de tripan 0.4 %. Se determind el nimero de células viables/ml (células no
tefiidas) y el nimero de células totales/ml, ajustando la concentracion celular a 5.10°
células /ml. En placas de 24 pocillos se sembraron 1.10° células /ml y se incubaron por
2 h en estufa de cultivo Thermo Scientific Water Jacketed CO; Incubator (37 °Cy 5 % de
CO;). Posteriormente los pocillos se lavaron con medio de cultivo para retirar las células
no adherentes remanentes en flotacidon. Fue necesario lavar 3-4 veces a intervalos

regulares de tiempo para eliminar totalmente restos de la digestion (Melana et al. 2016).

2.2.3. Cultivos de linea

Preosteoblastos MC-3T3 (ATCC® CRL-2593™) fueron cultivados en medio Roswell
Park Memorial Institute (RPMI-1640; GIBCO BRL) o alpha MEM suplementado con 10 %
de suero fetal bovino y (P-S, como se indicé antes para el transporte del tejido pulpar).
Esta linea celular representa un buen modelo para estudiar la diferenciacién de
osteoblastos in vitro, particularmente la sefializacion por adherencia a Matriz
extracelular (ECM). Tienen un comportamiento similar a los osteoblastos primarios de
hueso calvario. Las células fueron cultivadas hasta una densidad de 1-2.10%/placa de
petri 100 mm y despegadas usando tripsina 0.25% a 37 °C. Se contaron las células por
tincion con colorante supravital Tripan-blue y ajustaron a la cantidad requerida al
momento de uso (Rodriguez et al. 2019).

Para los experimentos de evaluacién de la adherencia celular a los andamios
impresos con resina biocompatible, se usé la linea celular de macrdofagos murinos RAW
264.7 originada de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC® TIB-71) y la linea de
células embrionarias de rifion HEK-293 (ATCC® CRL-1573™). En ambos casos, las células
se cultivaron en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) conteniendo 10% de
suero fetal bovino y 1% de penicilina / estreptomicina a 37 ° C en aire humidificado con
5% de CO,.

Todas las lineas celulares fueron gentilmente donadas por el Dr. Jesus Balsinde del
Instituto de Biologia y Genética Molecular de la Universidad de Valladolid, Castilla y

Ledn, Espafia.
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2.2.4. Mantenimientos de los cultivos

Para las lineas celulares se utilizé el medio Dulbecco's minimum essential medium
(DMEM) (GIBCO-Invitrogen), para crecimiento y propagacién, suplementado con 10%
de SFB incactivado por calor (GIBCO-Invitrogen), L-Glutamina (29,2 mg/ml), Penicilina
(10,000 U/ml) y Estreptomicina (10 mg/ml) (GIBCO-Invitrogen) como antibiéticos. En el
caso de las hDPMSC se us6 la misma combinacion, pero usando el medio alpha-MEM de
GIBCO®.

Cuando las células llegaron a condiciones de confluencia, se procedié a subcultivar
para asegurar el crecimiento exponencial de las células. El subcultivo celular permitid
controlar la densidad del inoculo inicial que aseguro que se trabajara en condiciones de
crecimiento éptimas para cada linea celular. Para ello, se observé al microscopio la
botella que se iba a subcultivar para ver si la monocapa era continua y uniforme, se
elimind el medio de cultivo y se lavd con PBS sin Ca** ni Mg++. Se cubridé la monocapa
con cantidad suficiente de una solucién de Tripsina-EDTA 0.25% (GIBCO-Invitrogen) y se
incubo durante 3-5 minutos a 37°C. Una vez que la monocapa se despegd, se agrego
suero fetal bovino para inactivar la enzima y se pipeteo para disgregar agregados
celulares. Se centrifugo a 800 - 1000 rpm durante 5 a 10 minutos, se descarté el
sobrenadante y se disolvié el pellet en medio suplementado con suero. Luego del
recuento celular con azul de tripan entre 0,5 - 1x10° cel/ml se sembraron en placas o
frascos estériles rotulando: linea, pasaje, medio y fecha correspondientes. Se incubo a

37 °Cy 5% de CO».

2.2.5. Preservacion de las células en nitrogeno liquido

Para la congelacidon y preservacion de cada linea se procedio a levantar la monocapa
celular como se describié antes. Las células se centrifugaron a 1000 rpm durante 10
minutos, se elimind el sobrenadante y se resuspendieron en medio de congelacién: SFB
con un 10% de Dimetilsulfoxido (DMSO) (Baker) como agente criopreservante. Se colocé

en crioviales (1x 10° cel =1 ml por criotubo) y se dejé en un Mr. Frosty a—80°C, un minimo
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de 5 dias. Por ultimo, los crioviales se transfirieron a un tanque de nitrégeno liquido
hasta el momento de su descongelacion.

En la descongelacidn, el objetivo del procedimiento es eliminar el medio de
congelacion, que contiene DMSO (Baker), molécula que resulta téxica para las células
en crecimiento. Se descongeld rapidamente el criovial a 37°C y una vez descongelado,
se trasvaso el volumen de células con una pipeta a un tubo con 5 ml de medio de cultivo.
Se centrifugd durante 10 minutos a 1000 rpm y se elimind el sobrenadante. El
precipitado se resuspendido nuevamente en 5 ml de medio de cultivo suplementado con
SFB y se sembrd en un frasco de 25 cm3. El frasco se colocé dentro del incubador y se

realizo el cambio de medio a las 24 horas.

2.3. Evaluacion de la expansion de cultivos MSC

2.3.1. Evaluacion de viabilidad y/o proliferacion celular con MTT

En todos los casos la viabilidad se determiné con coloracién con Azul de Tripan
como se explicd en el apartado 2.2.2.

Adicionalmente, los diferentes tipos celulares (cultivos primarios de hDPMSC y
lineas celulares) se evaluaron con diferentes objetivos con la técnica del MTT. Para ello,
se incubaron en placas de cultivo de 12 o 24 pocillos y se dejaron adherir incubando a
37 °Cy 5 % de CO; en estufa de cultivo Thermo Scientific Water Jacketed CO; Incubator.
A diferentes tiempos se centrifugaron las placas de cultivo a 1500 rpm a 4 °C y se
removieron los sobrenadantes (que se conservaron a -80 °C para otros estudios). Se
agregd 700 ul de nuevo medio de cultivo con 100 ul de MTT ((3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-
2,5 difeniltetrazolium bromuro); 5 mg/ml) y se incubaron las placas en las mimas
condiciones por 4 h mas. Finalizado este tiempo se agregd 1 ml de etanol para disolver
el colorante precipitad (formazan) y se tomaron alicuotas de 200 ul. La absorbancia de

las mismas a 540 nm fue tomada en lectora de policubetas.

2.3.2. Determinacion de pardmetros cinéticos (K crecimiento y t* de duplicacion)

Cada poblacién o linea celular tiene pardmetros cinéticos que la caracterizan como

son la constante de crecimiento (k) y el tiempo de duplicacién (tg). Si bien estos
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parametros son mas comunes en cultivos bacterianos o de levaduras para biorreactores,
en este caso la determinacion de los mismos caracteriza a una poblacidon de cultivo
primario (Melana et al. 2016). En el apartado 3.3.1 se exponen las ecuaciones de uso y
su aplicacion a este caso.

A diferencia del uso de MTT para la evaluacién de proliferacién (descripto en la
seccion precedente) para este ensayo hemos usado el kit comercial CellTiter 96®
(Promega). Este test se realizé agregando una solucién coloreada de MTT (optimizada y
premezclada) a los pocillos de cultivo de una placa de 96 wells. Durante una incubacion
de 2 horas, las células vivas convierten el componente de tetrazolio MTT de la solucién
en un producto de formazan, de la misma manera que en el ensayo anterior, pero con
el beneficio adicional de no tener etapas de lavado, disolucién de los cristales,
precipitacién de células, etc.

Los valores de absorbancia de MTT, se cargaron en PrismGraph for MacOS ver.

8.21y se graficaron usando el modelo de crecimiento poblacional.

2.3.3. Ensayos de scratch wound healing (Invasividad celular)

Este ensayo permite evaluar la migracion y el crecimiento de células en cultivo
cuantificando distancias, superficies y/o tiempos de sellado en la reparacion de una
brecha o corte realizado en una monocapa de cultivo.

En policubetas de 12 wells se sembraron 1.10° células por pocillos y se dejaron
crecer hasta confluencia del 80-90% en DMEM — F12 suplementado. Posteriormente, sin
cambiar el medio, se marcé una linea recta lenta y cuidadosamente, en la monocapa
con una punta plastica (10 ul) de micropipeta de 1.5 cm aproximadamente. La placa se
lavd suavemente dos veces con medio para eliminar las células desprendidas,
reponiendo con medio suplementado tibio. La brecha se monitored con registro
fotografico cada 6-12 h de cultivo hasta el sellado total (24 h). La superficie de
separacion de los frentes celulares generados, se evalud cuantitativamente con el uso

del software Image J. (Liang, Park, and Guan 2007)
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2.4. Estrategias de Biologia Molecular

2.4.1. Extraccion de RNA

Para la extraccion de RNA las células en monocapa (108 células), se lisaron con 1
ml de reactivo Trizol (Invitrogen). Las muestras homogenizadas se incubaron a 15 - 30°C
durante 5 min. Se adicioné 200 ul de Cloroformo (Merck), se agito vigorosamente y se
dejo reposar durante 5 min a 15 - 30°C. Se centrifugaron las muestras a 13000 rpm a
4°C, separando la fase organica de la fase acuosa. Se separé el sobrenadante acuoso y
se agregd 500 ul de isopropanol (Merck), se agito y se dejé reposar 10 min a 15 - 30°C.
Luego de centrifugar 5 min a 12000 rpm a 4°C se descartd el sobrenadante con cuidado
y se dejé evaporar los restos de alcohol en estufa a 37°C. Una vez seco se agrego 45 ul
de agua tratada con Dietilpirocarbonato (H.0-DEPC) (Sigma) para solubilizar el RNA total

precipitado.

2.4.2. Sintesis de cDNA

Mediante la retrotranscripcién se sintetizd cDNA utilizando una retrotranscriptasa
inversa viral M-MLV (Promega). Se incubaron 5 ul de RNA total (2 ug) con 0,5 ul (1 ug)
de un cebador de oligo (dT), el cual hibrida con una cola de poliA de mRNA, llevando a
15 ul de volumen final a 702C (temperatura de hibridacién del cebador) durante 10 min.
Posteriormente se afiadieron los reactivos para la retrotranscripciéon que fueron los
siguientes: buffer de reaccién RT 1X- dNTPs- M-MLV- en el siguiente esquema:

e 5 ul buffer RT 1X

e 1 ul Retrotranscriptasa MMLV
e 0,5ul dNTPs

e 0,625 ul RNA Inhibidor

e 2,725 agua libre de RNAsa.

El cDNA neo-sintetizado se conservd a -80 °C hasta el momento de uso. La reaccion se
realizd en termociclador Perkin Elmer 2400 durante 60 min a 42 °C. Tras ese tiempo la

enzima se inactivo calentando la mezcla de reaccion 15 min a 70 °C.
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2.4.3. PCR cuantitativa

La PCR cuantitativa se llevd a cabo con un equipo ABI 7500 (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA) utilizando el Brilliant Il Ultra-Fast SYBR® Verde QPCR Master Mix (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA) y los cebadores especificos para cada gen de interés. Las
condiciones de ciclado fueron:

e 1ciclo: 95 ° C durante 3 min
e 40ciclos: 95 ° Cdurante 12s, 60 °C durante 15sy 72 ° C durante 28 s.
e 1ciclofinal: 72 ° C durante 3 min.

Los cebadores fueron disefiados con la misma temperatura de fusién (3 °C) con
el propdsito de ser utilizados bajo el mismo programa de ciclado.

La abundancia relativa del mRNA para un gen dado se calcula utilizando el
algoritmo 222¢t, con B-actina y la ciclofilina A como patrones internos. Se midié el nivel
de expresién de los mensajeros de los siguientes mediadores: CD73; CD105 vy la

citoquina IL-10.

2.4.4. Control de especificidad de los cebadores

Todos los cebadores, previo a su empleo en las gPCR, fueron testeados utilizando
una PCR convencional para luego controlar cada amplicén, en una electroforesis en gel
de agarosa, a fin de comprobar su especificidad. Asi, en cada caso, se constatd la
presencia de un unico fragmento amplificado (demostrando, ausencia de uniones

inespecificas) y el tamano del amplicon se cotejd6 con el obtenido de
htto:// binl i 'tools /pri blast/.

La secuencia de los cebadores utilizados:

CD73, Fw (TCATCCTGGCATCCCTCTTG), Rv (CCGTTGCCATTGTTGATCAC);

CD105, Fw (TGACATACAGCACCAGCCAG), Rv (AGCTCTGACACCTCGTTTGG):

B-actin, Fw (GTGCTTCTAGGCGGACTGTTAGA), Rv (CAC- GAATAAAGCCATGCCAAT);



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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2.5. Analisis por Citometria de Flujo

Fue utilizado un citdmetro de flujo Partec - PASIIl y los resultados adquiridos con el
software Partec Flomax y analizados con FlowJo 8.0 for Mac.

El background fue calibrado antes de cada experimento usando los controles
negativos. Las marcaciones dobles fueron compensadas para corregir solapamientos de
emisiéon de fluorescencia y 2x10* eventos fueron analizados y grabados para cada
muestra.

Los datos fueron recolectados en forma de histogramas y graficos de punto (dot
plot). La media y la mediana de la intensidad de fluorescencia, asi como los porcentajes
de eventos positivos fueron obtenidos después del andlisis de los graficos, usando el
mismo software.

En cada caso, las células fueron recuperadas de la placa de cultivo y centrifugados
a4 °C por 10 min a 1500 RPM. El pellet celular se resuspendié en 100 ul de PBS filtrado
y se le agregé 1-3 ul del anticuerpo por cada 10° células. Se usaron mouse monoclonal
antibodies Abcam® dirigidos a CD90, CD105 y CD45 (ab92574; ab11414; ab8216) segun
recomendaciones del fabricante, y luego se incubd 1 h a 4 °C. Posteriormente, las células
se centrifugaron para lavar el exceso de anticuerpo no ligado dos veces. El pellet final
obtenido se resuspendid en PBS y se fijaron con formol al 2 % hasta el momento de

medicién en el clitémetro de flujo.

2.6. Diseiio e impresion de andamios

El proceso de impresion 3D construye un objeto tridimensional a partir de un modelo
de disefio asistido por computadora (CAD), generalmente agregando sucesivamente
material capa por capa, por eso también se le llama fabricacién aditiva. En el transcurso
de la udltima década, la industria dental ha sido revolucionada por la tecnologia de
impresién 3D. Se han desarrollado varias aplicaciones diferentes de impresién 3D, desde
arreglar dientes rotos hasta facilitar el uso del hilo dental. Las impresoras dentales 3D
son muy precisas, por lo que las tecnologias mas comunes utilizadas son la

estereolitografia (SLA) y el procesamiento de luz digital (DLP). Dependiendo de la
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aplicacion, se utilizan diferentes resinas y se han creado muchas resinas especializadas
Unicamente para impresoras 3D dentales.
Para el disefio de andamios hemos utilizados Softwares de plataforma abierta, como por

ej. Autodesk Meshmixer ver. 3.5 for MacOS (http://www.meshmixer.com) y BlueSkyBio

(https://blueskybio.com). Asimismo para la impresion de andamios hemos utilizado una

impresora 3D ANYCUBIC Photon® (https://www.anycubic.com/collections/anycubic-

photon-3d-printers/products/anycubic-photon-3d-printer). La misma trabaja con las

siguientes especificaciones técnicas:

e Tecnologia de impresion: Impresora 3D SLA basada en LCD

® Fuente de luz: luz UV integrada (longitud de onda 405 nm)

e XY DPI: 47um (2560 * 1440)

® Resolucion del eje Y: 1.25 um

® Resolucion de capa: 25 ~ 100 um

e Velocidad de impresion: 20 mm / h

® Potencia nominal: 40 W

e Tamano de la impresora: 220 mm * 200 mm * 400 mm

e Volumen de impresion: 115 mm * 65 mm * 155 mm (4.52 " * 2.56 " * 6.1 ")

e Material de impresion: resina fotosensible de 405 nm

A lo largo de la tesis se ha trabajado con diferentes materiales de injerto, como hueso
particulado autologo/heterdlogo e injertos sintéticos (Ej. Hidroxiapatita). No obstante,
recientemente, se lazé al mercado una resina biocompatible capaz de ser utilizada en
impresoras 3D y por elloo se ha  utilizado la resina Cosmo®

(http://en.cosmopolymers.com/products/) para la impresion de andamios.


http://www.meshmixer.com/
https://blueskybio.com/
https://www.anycubic.com/collections/anycubic-photon-3d-printers/products/anycubic-photon-3d-printer
https://www.anycubic.com/collections/anycubic-photon-3d-printers/products/anycubic-photon-3d-printer
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Figura M&M-1. Impresora 3D ANYCUBIC Photon®.

2.7. Anadlisis estadistico

Cada uno de los ensayos in vitro se realizd por triplicado. Los resultados de las
diferentes determinaciones se expresaron como la media + DE. Las diferencias entre
grupos se valoraron mediante ANOVA con posterior prueba de Tukey (P < 0.01 0 P <

0.001, segun el caso) utilizando el software GraphPad Prism® Ver. 8.0. for mac.
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3.1. Obtencidon de Tejido pulpar y expansion de hDPMSc en cultivo

primario
3.1.1. Procedimientos quirurgicos

La pulpa dental se obtuvo a través de la endodoncia de las piezas dentarias, de
pacientes voluntarios con diagndstico de pulpitis irreversible. Se usd la técnica
convencional habitual en la atencién odontoldgica general. Primero, se creé un acceso
a la cdmara pulpar (apertura), utilizando un instrumental rotatorio (turbina; 250.000-
400.000 rpm), y luego mediante el uso de pulpdotomos estériles, se realizo la extraccion
quirurgica del tejido pulpar. Se trabajé con una cohorte de pacientes que cumplieron
con los criterios de inclusidon descriptos en M&M (N=20). En el apartado siguiente se

explican los procedimientos llevados a cabo con las muestras seleccionadas.

3.1.2. Procedimientos previos al cultivo celular primario de expansion de hDPMSC

Una vez obtenido el tejido pulpar como se describe en la seccién precedente,
maximizando los cuidados de esterilidad, los paniculos tisulares se colocaron en medio
DMEM-F12 (Sigma) frio con penicilina y estreptomicina y antimicético (anfotericina B)
en falcon sellado, y se trasladaron al laboratorio. Segun se describié en la M&M (Seccién
2.2.) existen dos formas posteriores de tratamiento de la pulpa dental con diferentes
rendimientos. Nosotros en esta tesis decidimos utilizar un procedimiento mixto que
combina el uso de cortes tisulares (chopper) con una posterior digestion enzimatica

segun se explica en la seccidn siguiente.
3.2. Técnicas de digestion y rendimiento de cada procedimiento

3.2.1. Digestion del tejido pulpar

La adhesién célula-célula en los tejidos estd mediada por una variedad de
receptores que interactian homotipicamente (moléculas de adhesién celular o CAM),
algunos de los cuales dependen del calcio (cadherinas) y, por lo tanto, son sensibles a

los agentes quelantes como el EDTA. Las integrinas, que se unen al motivo arginina-

Od. Elias J. Azzi - Tesis de Doctorado — Fac. Od. UNNE
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glicina-acido aspartico (RGD) en la matriz extracelular, también tienen dominios de
unién a Ca®* y se ven afectadas por el agotamiento de este idn. La matriz intercelular y
las membranas basales contienen otras glucoproteinas, como la fibronectina y la
laminina, que son sensibles a proteasas, y los proteoglicanos, que son minoritarios, pero

pueden ser degradados por glucanasas como la hialuronidasa o la heparinasa.

Por esto, se han ensayado diferentes posibilidades de procesamiento del tejido
vasculo-nervioso, que se resumen en la Tabla R-1. Se decidid pasar de una solucién de
desagregacion simple a una solucién mas compleja y evaluar el rendimiento celular
obtenido. Se inicié el tratamiento con tripsina sola o tripsina / EDTA como punto de
partida, agregando o sustituyendo otra enzima (DNAsa o Colagenasa) para mejorar la

desagregacion, y eliminando tripsina si es necesario para aumentar la viabilidad.

Ademds del procedimiento bioquimico de desagregacion, se agregd la
disgregacion mecdanica con bisturi con la técnica de chopper como se explica en

materiales y métodos. Esta adicién mejord notablemente el proceso de obtencion.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura R-1. Se observa claramente que,
a mayor tiempo de digestiéon, la combinacién de tripsina con colagenasa produce el
mejor rendimiento. No obstante, en todos los casos de digestién de 12 horas, se observé
un notable aumento de células muertas (tenidas con azul de Tripan; datos no

mostrados) junto a los restos de tejido no disgregados.

Siempre existe el riesgo de inactivacion enzimatica en los cdcteles con proteasas,
ya que la protedlisis resultante termina inactivando a las mismas. La DNasa, no funciond
cuando se usé en combinacidn con tripsina (Datos no mostrados). Por ello se agregd
antes o bien después de que la tripsina se haya inactivado. Como se observa en la Figura
R-1, si bien la combinacién de cdcteles tuvo mejores rendimientos, tampoco fueron
significativamente mayores en comparacidon con las digestiones realizadas solo con
tripsina (ambas estan en el mismo orden 2.5-3. 10%). El tiempo de digestién, mostré
similar comportamiento, aunque es de resaltar lo antes mencionado con la aparicién de

células muertas.
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La eleccion de qué grado de tripsina usar siempre es algo dificil de estandarizar
que merece discusidon. Hay dos tendencias opuestas: (1) cuanto mas pura es la tripsina,
menos téxica se vuelve y mas predecible es su accion; (2) cuanto mds cruda sea la
tripsina, mas efectiva puede ser, debido a la presencia de otras proteasas. Nosotros
hemos realizado pruebas preliminares, para determinar el grado 6ptimo para el
rendimiento celular viable, y los resultados mostrados fueron obtenidos usando Tripsina
al 0.1%. La actividad residual después del lavado, fue neutralizada por el suero del medio

de cultivo.

Para todos los experimentos sucesivos, en cada obtencién de hDPMSC, se eligio
una digestion con Tripsina a 37°C por 2 h. Similares procedimientos han sido descriptos
aunque no se publican los rendimientos obtenidos ni los cécteles empleados (Zomer et

al. 2018).
3.3.2. Evaluacion de la expansion de cultivos hDPMSC

Los resultados mostrados en la Figura R-1 corresponden al conteo celular (eje
ordenada izquierdo) o a una medida indirecta de la cantidad de células presentes en el

cultivo, como es la

cantidad de formazan detectada, producto de la actividad mitocondrial total (eje
ordenada derecho). Luego de la digestidén enzimatica del tejido, con la ayuda de un cell
strainer, se separaron las células disgregadas del resto del tejido, y se pasaron a otro
tubo falcon de 50 ml. Al mismo se le agregd igual volumen de medio de cultivo con SFB.
Luego de una centrifugacion suave, como se indica en M&M, las células no
sedimentadas disgregadas se separaron por flotacion y el pellet se resuspendié en 2.5
ml de medio suplementado con SFB y se realizé el recuento celular en camara de
Neubauer utilizando 10 ul de suspensién con 10 ul de azul de tripan 0.4 %. Se determind
el nimero de células viables/ml (células no tefiidas) y el niumero de células totales/ml.
Posteriormente, las células fueron sembradas en placas de Petri de 30 mm o en
policubetas de 6 well y se dejaron adherir. A las 24 h, se retird el sobrenadante de cultivo
y se remplazé por medio de cultivo nuevo. Este procedimiento se realizé varias veces,

hasta eliminar totalmente las células no adherentes.
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Figura R-1. Diferentes métodos de disgregacion del tejido pulpar. El tejido dental fue obtenido de
pacientes y trasladado al laboratorio en condiciones asépticas. La disgregacidn celular pulpar es el paso
clave para la recuperacién de las hDPMSC intersticiales. Distintos métodos fueron ensayados, con
variables resultados, segln se describen en la Tabla R-1 y en Materiales y Métodos. A. Utilizando Tripsina
Unicamente, se realizé primeramente una cinética de digestidon. Dado que no existen diferencias entre los
rendimientos obtenidos con 2 y 3 h de digestion se consideré el tiempo de 2 horas. B. Comparacién del
conteo celular con la actividad mitocondrial evaluada con MTT. C. Evaluacién de la digestidon de otras
enzimas sin tripsina con 2 horas de digestién a 37 °C. D. Cdécteles de digestidon con accién combinada de
Tripsina, Colagenasa y DNAsa. Considerando los rendimientos obtenidos se adopté la digestion con
Tripsina-EDTA/shaker para los sucesivos experimentos.

Al momento de evaluar viabilidad (en adicién al conteo por tripan) se agregé una
soluciéon de MTT (3 mg/ml). La actividad mitocondrial de las células remanentes se

cuantificd como se explica en M&M y se muestra en la Figura R-1.
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Una vez puesto a punto el ensayo de digestidén, y la obtencién de la primer
monocapa en placas de Petri, se amplificaron las células en botellas T-75 hasta adquirir
un numero suficiente de las mismas para los experimentos restantes. Luego, 1.10°
células/ml se mezclaron con medio criogénicoy se depositaron en crioviales. Los mismos
se colocaron en un Mr. Frosty para disminuir la T° 1°C /min hasta -80 °C. Posteriormente
los crioviales se pasaron a Nitrégeno liquido (-190 °C). Estos métodos han sido
ampliamente validados por nuestro laboratorio (Melana et al. 2016; Echeverria et al.

2018).

3.3.3. Morfologia de hDPMSC

En principio la poblacion celular, resultante de la digestién es muy heterogénea, y
guedan restos de células no adherentes que se van eliminando con los sucesivos lavados
con medio incompleto. La monocapa adherente que se muestra en la Figura R-2 se

empieza a visualizar 48 h después y se torna totalmente confluente entre las 72 y 96 h.

Figura R-2. Aspecto del cultivo celular primario de hDPMSC. Imagenes del cultivo primario de hDPMSC que
muestra al menos dos tipos diferentes de morfologia en funcién del microambinte circundante. Cuando
las células tienen espacio, primeramente, forman espiculas alargadas en donde el largo predomina
francamente sobre el ancho (flechas rojas). A medida que la monocapa confluye, las mismas se vuelven
mas poliédricas o triangulares (Flechas azules). Magnificacién 40X

Esta morfologia es diferente a la fibroblastica (Christy et al. 2019; Esteve et al.

2019) y esta en consonancia con lo descripto para células mesenquimales humanas
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(hMSC). Las hMSC se obtienen de muy diversas fuentes, siendo las mas comunes la
médula y sangre periférica. Aunque otras fuentes mas infrecuentes estan siendo
utilizadas como sangre de corddn, sinovia y ligamento periodontal (Rajabzadeh, Fathi,

and Farahzadi 2019).

Las hMSC contienen tres subpoblaciones distintas: (A) células pequedas,
triangulares o en forma de estrella con regiones de membrana acentuadas; (B) células
alargadas, de tipo fibroblastico, en forma de huso; y (C) células grandes y aplanadas con
nucleo prominente, llamadas FC. Si bien estas poblaciones se describieron en principio
con marcadores fenotipicos propios (Tapp et al. 2009), estudios recientes con técnicas
multi-6micas muestran que morfologia y fenotipo van mutando en las sucesivas
divisiones celulares, cambiando su perfil de activacion de genes, expresidon de enzimas
y receptores entre otros (Peffers et al. 2016). Véase el apartado 3.4.1. donde se

profundiza la caracterizacién fenotipica.

3.3. Cinética de la division celular y capacidad de migracién

3.3.1. Determinacion de pardmetros cinéticos (K crecimiento y t* de duplicacion)

El ensayo de proliferacion celular por MTT permite un contaje simple, preciso y
altamente reproducible de las células metabdlicamente activas, basandose en la
reduccion metabdlica del Bromuro de [3-(4,5-dimethylthiazol — 2 -yl) - 2,5 -
diphenyltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa,
convirtiéndose en un compuesto coloreado de color purpura (formazan) permitiendo
determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas. La cantidad de células
vivas es proporcional a la cantidad de formarzan producido. Las hDPMSC se cultivaron
por triplicado en placas de 24 wells. En todos los casos se colocd 5x10° células/pocillo y
se incubaron a 37°Cy 5 % de CO; en estufa. Se removieron los sobrenadantes y luego
las células se lavaron con PBS. Sobre la monocapa se agregé 700 ul de medio de cultivo
sin suplementar y sin rojo fenol con 100 ul de MTT (1 mg/ml) Cell Titter® y se incubaron

nuevamente en las mismas condiciones por 2 h adicionales. Finalizado este tiempo, las
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células se protegieron de la luz y posteriormente se midid la absorbancia a 540 nm en
espectrofotdmetro (Jenway 7305®). Las absorbancias registradas se asumieron como

medida indirecta de masa celular viable.

Se evalud la cinética de crecimiento en la fase exponencial (fase log) y se
determinaron los parametros cinéticos para cada poblacién celular. La Figura R-3,
muestra los datos obtenidos y una comparacion, tomando como referencia los
pardmetros conocidos de una linea comercial cultivada en paralelo de preosteblastos
(MC-3T3 ATCC® CRL-2593™). La Tabla R-2 muestra los parametros cinéticos (k, y tiempo

de duplicacién), con un 95% de confiabilidad.

Como se advierte, la curva de crecimiento (Figura R-3) se ajusta a una ecuacién

del tipo exponencial:
N = No.ekt (1)

donde N, es el numero inicial de células, t es el tiempo de crecimiento, N es el
numero de células al tiempo t y k es la constante de crecimiento. De la ecuacion (1)

puede deducirse el tiempo de duplicacion de la poblacion celular (tg) segun la expresién

(2):
ta=In2/k=0,69/k  (2)

Del analisis de la Tabla R2 puede verse que el cultivo de preosteoblastos (MC-3T3)
es levemente para rédpido que el de hDPMSC, pero esta en consonancia para lo publicado

por nuestro grupo para otras lineas celulares (Melana et al. 2016).

3.3.2. Ensayos de scratch wound healing (Invasividad celular)

El ensayo de scratch wound healing (del inglés cicatrizacion de heridas por rasgufio), es
un test in vitro facil, de bajo costo y bien desarrollado para medir la migracién celular en

cultivos.
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Figura R-3. Determinacion de pardmetros cinéticos del cultivo celular primario de hDPMSC.
Determinacion de ky tq, para las hDPMSC y comparacidn con los parametros de una linea celular de

crecimiento rapido, como la linea MC-3T3.

Tabla R-2. Pardmetros cinéticos determinados para dos poblaciones celulares: hDPMSC

y MC-3T3?
Poblacion celular hDPMSC MC-3T3
Best-fit values
No 0,01442 0,03036
k 0,08498 0,07247
Tq 8,157 9,564
95% ClI (profile likelihood)
No 0,002100 to 0,04417 0,01545 to 0,05162
k 0,06033 to 0,1258 0,06073 to 0,08703
Doubling Time 5,511 to 11,49 7,964 to 11,41

Goodness of Fit

Grados de libertad

13

13

RZ

0,9065

0,9661

! Muestra valores de la ecuacién exponencial de donde se obtiene experimentalmente la
constante de crecimiento (k) para cultivos de hDPMSC. Se tomé como referencia una linea
celular con k conocida y crecimiento de duplicacién muy proximo al ideal (R?=1).
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Los pasos basicos implican crear un "rasgufio” en una monocapa celular, capturar
las imagenes al principio y a intervalos regulares durante la migracion celular para cerrar

el rasgufio y comparar las imagenes para cuantificar la tasa de migracion de las células.

En policubetas de 12 wells se sembraron 1.10° células por pocillos y se dejaron
crecer hasta confluencia del 80-90%. Posteriormente, como se describe en materiales y
métodos, se realizd un scratch con una punta plastica de micropipeta. A los tiempos
indicados en la Figura R-4 (A, B y C), se fotografié la herida y se determind el tiempo en

que toda la superficie de la misma se cubrié nuevamente con células (D, Ey F).

Se obtuvo una velocidad de cierre de 119 um? por hora, lo cual estd en
consonancia con otros resultados del laboratorio, y es comparable a la invasividad de
una linea celular tumoral agresiva como son las HCT (cancer de colon) o las Caki-2

(Carcinoma renal).

3.4. Caracterizacion preliminar del fenotipo celular

3.4.1. Evaluacion por gPCR de marcadores fenotipicos

Como se menciond en la introduccidn la mayoria de los tejidos adultos contienen
poblaciones celulares capaces de renovarse después de un trauma, enfermedad o
envejecimiento (Pittenger et al., 1999). Estas células se denominan células madre (o
troncales) y, en principio, serian un reservorio de células indiferenciadas. Las MSC en
general tienen la capacidad de diferenciarse en células de origen mesodérmico como
adipocitos, fibroblastos, miocitos, osteoblastos, entre otros (Meruane and Rojas 2010).

Por lo tanto, es importante el establecimiento del fenotipo de las células obtenidas.

Rajabzadeh y colaboradores estudiando hMSC de diferentes origenes
caracterizaron una docena de marcadores, que necesariamente deben estar presentes
incluyendo: CD73, CD58, CD90, CD44, CD105, CD29, OCT4, Nanog, CD166, CD49e, MHC
Il y otros. Ademas puntualizaron que es necesaria la exclusion de: CD14 (marcador de

monocitos), CD34 (stem cells hematopoiéticas) CD45 marcador panleucocitario, con
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mayor expresion en células T), CD31 (progenitores mieloides; monocitoides) y CD133

(Rajabzadeh, Fathi, and Farahzadi 2019).

Figura R-4. Andlisis de la migracion primaria de hDPMSC por ensayo de rascado in vitro. A-
C. Las imagenes fueron tomadas a tiempos fijos 1, 6 y 24 horas luego de efectuado el
scratch. D-F. Las fotografias posteriormente fueron analizadas con Imagel ver 1.5 (NIH),
para cuantificar la superficie del area de rasgado. A cada tiempo las areas libres de células
se colorearon con pixeles naranjas y se cuantificaron. Notese como cambia la morfologia
celular en funcién del % de confluencia (Ver Figura R-2). Magnificacidon 40X.

Para la evaluacion de CD73 y CD105, el RNA total se extrajo de 1.10° hDPMSC
previamente sembradas en placas de petri de 100 mm. Se obtuvo cDNA a partir de ellas
como se detalla en M&M y se constatd la expresién de los mismos tal como se muestra

en la Figura R-6.
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Figura R-5. Velocidad de cierre del Scratch in vitro. Cuantificacién del area de cierre y ajuste a
una ecuacién exponencial.
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Figura R-6. Expresion de mRNA de CD73 y CD105. Las MSC crecidas en monocapa, se cultivaron
segun el protocolo descrito en materiales y métodos. Se extrajo el RNA celular total y se analizé
la expresidn del mRNA codificante para los marcadores mostrados mediante RT-qPCR utilizando
cebadores especificos. Como gen de referencia (House keeping) se usd la 3-Actina humana. Los
datos se representan como la media + la desviacion estandar de tres experimentos
independientes realizados por triplicado. **** p<0.001 ** p<0.01.

Los marcadores ensayados, claramente muestran distinciones en cuanto a la
diferenciacidon celular, los adipocitos practicamente no muestran expresion de los
mismos, en tanto que los preosteblastos y las hDPMSC tienen niveles muy elevados. Si

bien CD73 y CD105 no servirian como marcadores de distincion entre MC-3T3 y
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hDPMSC, esta situacion no se da en condiciones fisioldgicas. Lo que si puede darse es
qgue ademds de hDPMSC, se adhieran a la placa fibroblastos, sin embargo no se ha
informado que los mismos presenten estos niveles de expresion de dichos marcadores
(Kahounova et al. 2018). Ademas, estas células tienen otro tamafio y otra granularidad
citoplasmatica. Para una caracterizacién mas detallada, desarrollamos ensayos de

citometria de flujo.

3.4.2. Evaluacion por Citometria de flujo de marcadores fenotipicos

En rigor, la determinacioén del fenotipo celular debe determinarse por citometria
de flujo. Para ello, se utilizaron los criterios de la Sociedad Internacional de Terapia
Celular para células linfociticas para determinar el fenotipo de hDPSC (Dominici et al.
2006). Después del proceso de digestion de la pulpa dental de varios donantes (n=3) y
posterior formacién de monocapas, las células se levantaron con tripsina y se fijaron
para citometria como se describe en M&M. Las células despegadas se ajustaron a 1.10°
células/ml y se usé una mezcla de anticuerpos para el fenotipado. Los marcadores se
detectaron usando anticuerpos (todos mouse monoclonal antibodies Abcam®) dirigidos
a CD90, CD105 (ab92574; ab11414), y la exclusién de CD45 (ab8216). Hemos observado
qgue las células efectivamente expresan estos marcadores, y también constatamos la
exclusidn del marcador panleucocitario CD45. La Figura R-8 muestra los histogramas de

marcacion correspondientes.

Estos resultados estan en consonancia con los ya mostrados por otros autores,
obteniendo células hDPMSC con similares procedimientos (C. Huang et al. 2020; G. T. J.

Huang, Gronthos, and Shi 2009a; Zomer et al. 2018).
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Figura R-8. Determinacion por citometria de flujo de marcadores de superficie en hDPSC. Las hDPSC se
aislaron de la pulpa dental de dientes permanentes de tres donantes sanos. A. El andlisis por citometria
de flujo mostré una poblacién celular homogénea con un tamanfio y granularidad que permitié la seleccion

del 96% de ellas. B — C. Las células mostraron marcacidn positiva para los marcadores mesenquimales
CD90, CD105 y negativa para un marcador hematopoyético temprano CD45 (D). En celeste se muestra la
marcacion del isotipo y en rojo los respectivos CDs. Se registraron 20000 eventos y los markers de
histograma muestran los porcentajes de marcacién positiva. Las marcas se obtuvieron de células de pasaje
cuatro por triplicado. Los datos corresponden a un experimento representativo.
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3.5. Evaluacidn funcional preliminar in vitro
3.5.1. Produccidn de citoquinas antinflamatorias

Se ha demostrado en modelos in vitro de hMSC obtenidas de médula ésea, que
influyen en el sistema inmune innato al suprimir la maduracién y la activacion de las
células dendriticas (DC) y la citotoxicidad de las células asesinas naturales (Células NK).
También interactuan con las respuestas inmunes adaptativas al inhibir la proliferaciény
la secrecion de citocinas de las células T y la maduracién de las células B (Wen et al.
2014). Todo lo anterior, y otros experimentos no mencionados, hace inferir que las

hMSC son productoras de citoquinas antiinflamatorias.

Para demostrar si las hDPMSC obtenidas con el protocolo anteriormente
descripto, poseen algun rol en la inmunoregulacidon que potencialmente pueda ser util
en modelos in vivo, determinamos por RT-gPCR si expresan innatamente IL-10, en
comparacion a adipocitos extraidos de tejido adiposo humano. Se eligieron adipocitos
humanos por su facilidad de obtencién y porgue son células bien diferenciadas, cuyos

precursores in vitro podrian ser las hDPMSC.
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Figura R-8. Expresion de mRNA de IL-10. Las hDPMSC crecidas en monocapa, se cultivaron seguin
el protocolo descrito en materiales y métodos. Se extrajo el RNA celular total y se analizd la
expresion del mRNA codificante para la citoquina mostrada mediante RT-qPCR utilizando
cebadores especificos. Como gen de referencia (House keeping) se usé la B-Actina humana. Los
datos se representan como la media * la desviacién estdndar de tres experimentos
independientes realizados por triplicado. * p<0.05.
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Para influir eficazmente en la inmunorregulacién, la activacién de hMSC requiere
un microambiente inflamatorio y estimulacién por citocinas proinflamatorias, como IFN-

vy TNF-a, de células T efectoras (Leto Barone et al. 2013).

Varios factores solubles producidos por MSC estan involucrados en la
inmunosupresion que las mismas poseen. Estos factores incluyen TGF-B, IL-6 e IL-10, y
otros mediadores que incluyen eicosanoides y enzimas (prostaglandina E2 (PGE2),
indoleamina-2, 3-di-oxigenasa (IDO) y MMPs)(Christy et al. 2019). Ademas, las MSC
pueden disminuir el nivel de expresidn de IFN-y de las células Th1y aumentar los niveles
de expresion de IL-4 e IL-10 de las células Th2, promoviendo asi la respuesta inmune de
las células T CD4+ virgenes hacia la respuesta de tipo Th2. Cuando se cultivan
conjuntamente y se ponen en contacto con células T virgenes, las MSC humanas
promueven la diferenciacidn y expansion de las células T reguladoras (Tregs). Las Tregs,
un subconjunto especializado de células T, poseen capacidad para suprimir la respuesta
de las células T y evitar la sobreactivacién del sistema inmune. También se sugirié que
las MSC mantengan la tolerancia y mejoren la supervivencia de los aloinjertos en el
trasplante de érganos solidos principalmente a través de la funcidon de Tregs (He et al.

2015).

Hasta el momento no se han disefiado experimentos que permitan evaluar si las
DPMSC in vivo tienen un rol efectivo en la inmunoregulacién. De ser asi, podrian
constituir un elemento clave para evitar la aparicion indeseable de focos inflamatorios
que lleven al fracaso de cualquier intento de implante que se piense en algun lugar del

sistema fisioldgico.

En adicién a sus propiedades inmunoreguladoras, durante la ultima década, ha
llamado la atencion el uso de MSC como herramienta terapéutica en el trasplante de
células y 6rganos sélidos y/o andamiajes solidos para promover la mejora de injertos y
disminuir el rechazo organico. Las MSC se utilizaron por primera vez con éxito en un
modelo de trasplante de aloinjerto de piel de babuino y se exploraron en otros modelos
de trasplante de érganos solidos, como corazon, islotes pancredticos y rifidon (Fuentes-

Julidn et al. 2015; Bobis, Jarocha, and Majka 2006; La Noce et al. 2014; He et al. 2015).
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La facil obtencion de estas células, su capacidad de adherencia descripta, sus
aparentes funciones en inmunoregulacion, constada por nosotros y por otros autores,
sumado a su funcion de diferenciacién por excelencia a odontoblastos, nos llevé a

plantear la siguiente serie de experimentos que se describen en el apartado 3.6.
3.5.2. Ensayos de adhesion celular

El mecanismo por el cual las células se unen entre si y con la matriz extracelular
(ECM) estd regulado por una gran familia de receptores transmembrana (Sorokin 2010).
La adhesién celular desempefia un papel fundamental en el crecimiento celular, la
supervivencia, la motilidad, asi como un componente necesario para la diferenciacién
celular. Es por eso, que silas hDPMSC han de jugar un rol clave en experimentos in vivo,
las mismas deben tener la capacidad de poder adherirse a una gran variedad de
superficies. Por esto, se probd la adherencia de las mismas en: superficies de colageno,
colageno con impregnaciones de hueso particulado y fibronectina. Para evaluar
adherencia celular a Colageno, como se indica en Materiales y Métodos, se probd
cultivar las hDPMSC en placas con coldgeno comercial (40 g/ml) y con gelatina (0,2 %

P/V) con hueso particulado bovino (Ostium®) disuelto en el medio de cultivo.

La fibronetina es una glucoproteina de alto peso molecular presente en la matriz
extracelular (ECM). Con el objeto de evaluar, silas hDP-MSC son capaces de adherirse a
la misma, se usaron placas de cultivo recubiertas con fibronectina CELLCOAT®. Como se
muestra en la Figura R-9, las células obtenidas mostraron adherencia en todas las
superficies ensayadas. Si bien con el tiempo, todas llegaron al 100% de confluencia,

hemos observado, que las células crecen menos en placas que tienen solo fibronectina.
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Figura R-9. Adherencia de hDPMSC a diferentes superficies. Monocapas con 48 horas de
evolucién. A. Placas de cultivo celular sin tratamiento previo. B-C. Placas de cultivo con una fina
pelicula de una solucion de colageno comercial (40 g/ml) o gelatina (0,2 % P/V) mezclado con
hueso particulado. D. Placas CELLCOAT®. Magnificacion 40x.

3.6. Montajes sobre andamios impresos

3.6.1. Disefio e impresion de andamios

Como se expone en la introduccion, un factor que acelera la regeneracién dsea
viene dado por el uso de andamios biocompatibles. El objetivo de los mismos es proveer
de un ambiente estable y promover la osteointegracién en el sitio en donde se requiera
(ej. En el lugar del maxilar donde se necesite mejorar el terreno para la posterior

rehabilitacion con implantes dentarios).

Recientemente, se han presentado resinas biocompatibles de impresién 3D.
Estas resinas han sido pensadas y comercializadas para el uso clinico odontoldgico
(fabricacion de guias quirurgicas y piezas dentales provisorias). No obstante, en esta
tesis, evaluamos la posibilidad de darle otra aplicacidon a una de ellas, en la impresién 3D

de andamios osteointegrables.
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Para ello, usando la resina Cosmo® hemos desarrollado diferentes tipos de
disefios; andamios con figuras geométricas estdndares, y andamios personalizados a
medida de los defectos éseos y espacios alveolares. Para los experimentos in vitro de
esta tesis, se usaron primeramente andamios estandares, en forma y tamafio, como se

muestran en la Figura R-10.

Como se explica en materiales y métodos, el disefio se realizd utilizando los
programas Mesh Mixers y Blue Sky plan que son softwares de diagndstico y disefio
arquitecténico con un amplio uso en odontologia para encerados digitales, creacién de

guias quirdrgicas y planificacidn digital en los métodos de work flow.

El diagnostico de los defectos 6seos y alveolos pos extraccion se realizé siempre
con Tomografia Axial de haz cénico (cone bean). Con las mismas pudimos obtener cortes
sagitales cada 1mm y reconstrucciones volumétricas precisas y exactas en forma de
archivos con formato DICOM. Los mismos se exportaron para su posterior utilizaciéon en

los softwares anteriormente mencionados para el disefio de los andamios.

A continuacioén, utilizamos la impresora Anycubic 3D® logrando las formas disefiadas. La
Figura R-10 muestra andamios de diferentes volumenes y formas geométricas sin
adaptacion preajustada a los alvéolos. Esto implica que, en su futura utilizacidn, los
mismos se insertan en la cavidad alveolar usando presion sobre la misma para deformar

y ajustar el andamio, con o sin la combinacién de otro material de relleno éseo.

Figura R-10. Diseifo de impresiones 3D de andamios estdndares. Se usé una impresora 3D
ANYCUBIC con resina biocompatible Cosmo® de uso odontoldgico intrabucal. A - C. Muestran
andamios de tamafios y formas tradicionales.
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Recientemente, nuestro equipo de investigacion inicid el disefio de andamios
totalmente adaptables a los defectos particulares de cada caso clinico, es asi que
logramos obtener andamios que pueden ser de utilidad en los defectos dseos
producidos por las diferentes patologias y también ser usados para el relleno inmediato

de alveolos pos extraccioén.

¥
L

NN I AT AL AV IV

s

-
T
L

P
Y

«TATREW
S xh kel il i)

TR AP RS R Nl '
CRED AT LT A A

Y P R Y

-
-
»
-
P
-
-
P
-
"
-~
»
v
-
»
r
"
-
L

e

S S e A L N sas ey,
Sisaststtiitadadas, " P A
perfffe sy of v o oV R wv:.:.“.:.ﬁ.h,'
sy dreCr a9 @ry skl s
ALRRREN Al amay "_'“ A ;

Figura R-11. Disefio de impresiones 3D de andamios personalizados con resina biocompatible
de uso odontoldgico. A. Evaluacidon tomografica. Corte sagital de un elemento dentario
anterosuperior. B. Modelo de andamio. Los colores expresan tamafios de poros diferentes. C.
Modelo de andamio personalizado vista frontal. D. Simulacidon de insercién de andamio en

alveolo.
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3.6.2. Experimentos in vitro con andamios y lineas celulares. Evaluacion de la

adherencia celular.

Habiendo constatando previamente que las hDPMSC se unen a superficies
tradicionalmente testeadas en la evaluacion de la adherencia, a continuacidon, nos
propusimos evaluar si el material empleado en la impresion de los andamios contribuye
0 no a la misma. Para ello, andamios con diferentes formas fueron impresos, Figura R-
12 Ay B, esterilizados con radiacién UV y finalmente depositados en placas de Petri con
monocapas de hDPMSC y de diferentes lineas celulares (HEK, Raw 264,7 y MC-3T3)

previamente desarrolladas.

En este punto encontramos que el material de impresion, al ser liviano y de muy baja
densidad, flota, en el medio de cultivo de la placa. Para aproximar el contacto entre el
andamio y la monocapa celular primeramente presionamos el mismo sobre el fondo de
la placa de Petri, y observamos que en las primeras 24 h, las células formaron una
monocapa de aproximacion que consiguié la adherencia. Dada la geometria volumétrica
de los andamios impresos y los amplios espesores del material, la microscopia dptica

resulté inatil para la evaluacion de la adherencia.

3.6.3. Microscopia electrdnica de barrido (MEB) de los andamios

La imposibilidad de uso de microscopia optica o de fluorescencia para la
evaluacion de la adherencia celular nos llevé a analizar la superficie del andamio con
microscopia electréonica de barrido. El material de resina de impresidn resultd ser
incompatible con los métodos tradicionales de fijacion de muestras, en el tratamiento
previo que usualmente se les practica a las mismas para la desecacién y evaluacién por
MEB. Se observé que los andamios se desintegran con etanol absoluto, acetona o
paraformaldheido. Si bien la fijacién con glutaraldheido resulté ser la menos agresiva
para la integridad de los andamios, hemos observado variaciones importantes en la
geometria de los mismos. No obstante, esto no afecté al lado del andamio analizado, en
donde se observé adherencia celular. En todos los casos ensayados se ha observado

adherencia celular en el material impreso (Células hDPMSC, HEK, Raw 264.7 y MC-3T3).
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La Figura R-13 muestra las microfotografias electrénicas de las células hDPMSC en

diferentes aumentos.

Figura R-12. A y B. Andamios con diferentes geometrias y dimensiones fueron impresos y
depositados en placas de Petri para la evaluacién de la adherencia de hDPMSC vy diferentes
diferentes lineas. Equivalentes resultados fueron obtenidos en todos los casos. Los andamios
fueron presionados con un cubreobjetos estéril (no mostrado) en el lado superior para impedir
su flotacién. C. Finalizado el cultivo los andamios fueron preparados para microscopia
electrénica de barrido. D. Se constaté una firme adherencia celular del andamio al fondo de la
placa. Posteriormente se evalud la presencia de células en el lado inferior del andamio.

No se nos ha pasado por alto que la mejor forma de evaluacién con microscopia
electrénica de barrido para estos casos, viene dada por el uso de un Crio-MEB (Toro-
Nahuelpan et al. 2020). De esta manera es posible observar la muestra a muy baja
temperatura, preservando las caracteristicas estructurales de forma dptima, y al mismo
tiempo evitando los cambios morfoldgicos inducidos por la deshidratacion. No obstante,
en consonancia con los objetivos planteados en esta tesis, los ensayos desarrollados
permiten concluir que las células probadas pueden perfectamente unirse a los

andamios. Esto es un paso clave, para que posteriormente inicien un programa de
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diferenciacion celular basado en los estimuladores existentes en el microambiente
fisiologico en el que crezcan. O bien, desarrollen una funcién celular primordial (inducida

0 no), como la formacién dsea alveolar por ejemplo.

Figura R-12. Microfotografias electrénicas de barrido de células hDPMSC adheridas a andamios
impresos con resina biocompatible Cosmo® de uso odontoldgico. A. 250x B. 1000x C. 3000x. Las
células HEK y Raw 264.7 presentaron igual capacidad de adherencia (fotos no mostradas). Las
imagenes fueron procesadas con software Pixelmator for Mac® (background fibroso de la
resina).
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Conclusiones

A la luz de los resultados obtenidos podemos afirmar que:

1. Sereconoce a la pulpa dental, obtenida de dientes con pulpitis, como fuente no
invasiva de células madres.

2. Se logré in vitro la expansion y proliferacion de células obtenidas de la pulpa
dental.

3. Usando RT-gPCR y citometria de flujo, hemos constatado que el fenotipo de las
mismas esta en consonancia con el descripto para hDPMSC.

4. Las mismas tienen considerables niveles de expresién de IL-10

5. Las hDPMSC pueden crecer in vitro en una intima relacién con andamios
impresos con resinas biocompatibles.

6. El analisis basado en estudios digitales de diagndstico odontolégico de
diferentes lesiones, reabsorciones y defectos dseos permite disefiar y fabricar

andamios personalizados para una futura utilizacién en regeneracién ésea.

Asi este trabajo de tesis, sienta las bases para un ulterior desarrollo de utilizacion de
una resina biocompatible de impresién 3D, en técnicas de regeneracién ésea de
defectos y conservacion de alveolos pos extraccidén. La fabricacidn personalizada de
andamios, que sirvan de vehiculo de las hDPMSC del propio paciente, ha de constituir el
primer paso hacia nuevas estrategias que impliquen el uso odontoldgico de terapias
regenerativas celulares, para mejorar el terreno éseo en la colocacidon efectiva de

implantes dentales.
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Resumen

El siguiente trabajo de investigacidn surgid de la necesidad de buscar métodos y
materiales que mejoren las técnicas actuales de la odontologia regenerativa y

rehabilitadora.

Para ello, se seleccionaron pacientes (n=20) con enfermedad pulpar y diagndstico
de pulpitis irreversible. Se realiz6 el tratamiento endoddntico convencional con el objeto
de poder extraer la pulpa dental y aprovechar, este tejido, normalmente desechable

como posible fuente de células madres (hDPMSC).

Se pusieron a punto diferentes procedimientos de digestion del tejido pulpar y se
optimizo la recuperacién de células madre. Se ensayaron distintas combinaciones de
tiempos y enzimas de digestién. Posteriormente, se analizd el fenotipo de las células
obtenidas (usando técnicas de biologia molecular y citometria de flujo). Adicionalmente
se constato el poder de adherencia de estas células in vitro y se observé una propiedad
funcional fundamental de las células troncales como es la produccién de citoquinas

antiinflamatorias.

En relacién a la adherencia, se usaron diferentes materiales de injerto. Con el uso
de un nuevo material biocompatible (resina Cosmo®) se imprimieron diferentes
modelos de andamios personalizados para defectos éseos y alveolos pos extraccién. Los
mismos se emplearon en el desarrollo de cultivos con hDPMSC en condiciones estériles

in vitro, y se observé adherencia usando microscopia electrénica de barrido.

Asi este trabajo de tesis, sienta las bases para un ulterior desarrollo de utilizacion
de andamios de resina biocompatible en técnicas de regeneracion ésea. La fabricacion
personalizada de los mismos, ha de constituir el primer paso hacia nuevas estrategias
que impliquen el uso odontoldgico de terapias regenerativas celulares, para mejorar el

terreno éseo en la colocacién efectiva de implantes dentales.
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