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Resumen

La regeneracién ésea ha sido objeto de es-
tudio y desafio permanente para la medicina
regenerativa y la ingenieria de tejidos. Se han
desarrollado diversos tipos de biomateriales
con el objeto de reparar defectos 6seos de-
generativos o postraumaticos. Hasta ahora,
ningun biomaterial ha logrado reemplazar el
injerto 6seo autdlogo. Este ultimo es la mejor
alternativa en reparacion ésea, pero no siem-
pre se puede utilizar por la necesidad de ex-
traer grandes masas de otra parte del cuerpo.
Es por este motivo que la posibilidad de gene-
rar hueso in vitro, a partir de las células madre
del propio paciente, resultaria de gran impor-
tancia clinica. La utilizacion de células madre
mesenquimales obtenidas de médula ésea y
de otras fuentes adultas ha sido descripta en
diversos trabajos de investigacion. La pulpa
dental de piezas temporarias y permanentes
aparece en los ultimos afios como una nue-
va fuente, accesible y no invasiva, de células
madre mesenquimales adultas, que poseen
un alto potencial proliferativo y clonogénico.
Ellas son capaces de ser diferenciadas y dar
origen a un tejido 6seo fibroso, autélogo y
vivo, que podria ser utilizado en regeneracion
6sea y medicina reconstructiva. El objetivo de

esta revisidn es describir la pulpa dental como
fuente de células madre adultas, sobre las que
se desarrollan diversas técnicas que permiten
lograr la diferenciacion osteogénica y forma-
cién de hueso, resaltando la importancia de
la accesibilidad y baja morbilidad para el pa-
ciente, y su elevado potencial como células
formadoras de hueso.

Palabras clave: regeneracion ésea, células
madre de pulpa dental, células mesenquima-
les, ingenieria de tejidos.

Summary

BONE FORMATION FROM DENTAL PULP
STEM CELLS

Bone regeneration has been the subject
of many studies and a constant challenge for
regenerative medicine and tissue engineering.
Different types of biomaterials have been
developed in order to repair degenerative or
post-traumatic bone defects. However, so
far none of them have been able to replace
autologous bone grafting. Although this
procedure represents the grafting modality
of choice, it is not always possible to carry it
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out, since it might require the extraction of a
big amount of tissue from another bone of the
patient. Therefore, the possibility of generating
bone in vitro from the patient’s own stem cells
would be of great clinical significance. The
use of mesenchymal stem cells from adult
bone marrow and from other adult sources
has already been described in the literature.
In the last years, dental pulp of deciduous and
permanent teeth has been considered a new
and accessible source of adult mesenchymal
stem cells. These cells have a highly prolifera-
tive and clonogenic potential and are also able
to differentiate into the osteogenic lineage and
give rise to an autologous, fibrous, and living
bone that could be used in bone regeneration
and reconstructive medicine. The aim of
this review is to describe dental pulp as a
source of adult stem cells and the use of
various techniques that allow the osteogenic
differentiation of these cells and the formation
of bone; highlighting the importance of
accessibility to these adult stem cells, the low
risk of morbidity for the patient, and their high
potential to become bone-forming cells.

Key words: bone regeneration, dental
pulp stem cells, mesenchimal cells, tissue
engineering.

Células madre

Se sabe que las células madre son aque-
llas que pueden dar origen a diferentes tejidos
y tipos celulares durante el desarrollo y creci-
miento de un individuo. Pueden permanecer
inactivas por largos periodos, pero poseen un
potencial ilimitado de divisién celular. Esta ca-
racteristica les permite repoblar aquellos 6r-
ganos que requieren reparacién debido a un
dafo y, en determinadas circunstancias, dife-
renciarse hacia células maduras de distintos
linajes, a través de procesos regulados por la
interaccion de sus genes con sefales prove-
nientes del microambiente celular."

Ademas de estar presentes en la vida em-
brionaria, también las podemos encontrar en
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el individuo adulto. En este Ultimo caso po-
demos citar, entre otras, las células madre
hematopoyéticas, neuronales, de bulbo olfa-
torio, de piel, y las células madre mesenqui-
males. También llamadas células estromales
multipotentes (multipotent stromal cells) fue-
ron aisladas a partir de la médula 6sea de
organismos adultos, e inicialmente caracteri-
zadas como células fibroblastoides con capa-
cidad de adhesién al plastico, que tenian la
particularidad de diferenciarse hacia células
del linaje osteoblastico cuando eran trasplan-
tadas en un animal.28

Sabemos que estas células residen en los
tejidos conectivos de casi todos los érganos
y se ha descripto que, ademas de dar origen
a musculo, hueso, cartilago y tejido adiposo,
podrian diferenciarse en otros tejidos median-
te mecanismos de transdiferenciacion.*

Recientemente se describié una fuente
mucho mas accesible de células madre me-
senquimales adultas, la pulpa dental.®

Células madre de pulpa dental

Su presencia ha sido observada en pie-
zas dentales tanto temporarias como per-
manentes. Diversos autores describieron la
presencia de una poblacién de células madre
mesenquimales con un altisimo potencial clo-
nogénico y proliferativo, con capacidad de
diferenciarse hacia células 6seas de tejidos
dentales y condrocitos.®

Los tejidos dentales son tejidos especia-
lizados que no sufren remodelacién continua
como el hueso una vez terminada su forma-
cion. Las piezas dentales contienen en su
interior la pulpa dental, vulgarmente llamada
“nervio”, que esta formada por tejido conec-
tivo, un paquete vasculonervioso, con células
tales como fibroblastos, macréfagos, odonto-
blastos y una poblacion de células mesenqui-
males que se mantiene indiferenciada como
reservorio celular de todas las células que for-
man la pulpa. Por tal motivo, algunos autores
han denominado a la pulpa dental “nicho” de
células madre.”
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La pulpa de piezas dentales tanto tempo-
rarias (de leche) como permanentes tiene en
su interior células madre. Los dientes de leche
comienzan a formarse en la 6° semana de vida
intrauterina. Las células madre de los dientes
temporarios, también llamadas SHEDs (Stem
cells from Human Exfoliated Deciduous teeth),
derivan de la cresta neural, se caracterizan por
tener un gran potencial proliferativo y clono-
génico y son capaces de diferenciarse en una
gran diversidad de linajes celulares.®

El recambio dental es un proceso dinamico
y coordinado en el cual se combinan el de-
sarrollo y la erupcion de la pieza permanente
con la reabsorcion radicular de la temporaria.
Para el momento de la exfoliaciéon o caida del
diente, una pequeia porciéon de pulpa perma-
nece intacta y vital dentro del diente en la ma-
yoria de los casos.

Las SHEDs provienen, por lo tanto, de una
fuente muy accesible y, a pesar de encontrar-
se en volumenes muy pequefos, gracias a su
altisimo potencial proliferativo y clonogénico,
una pulpa dental seria capaz de proveer sufi-
ciente cantidad de células madre como para
una posible aplicacién clinica.®

Estas células pueden ser diferenciadas in
vitro, bajo el estimulo adecuado, en distintos
tipos celulares como adipocitos, odontoblas-
tos, células neuronales y osteoblastos.® Lue-
go de ser trasplantadas in vivo se encontré
que son capaces de formar hueso y generar
dentina.®

Las células madre de las piezas perma-
nentes, también llamadas DPSCs (Dental Pulp
Stem Cells), son células madre mesenquima-
les adultas. Ambos tipos celulares son capa-
ces de originar linajes celulares osteogénico,
condrogénico, adipogénico y neuronal. Las
DPSCs pueden diferenciarse también hacia el
linaje celular odontogénico.°

Aislamiento y caracterizacion de células
madre de pulpa dental

Los primeros trabajos de aislamiento de
pulpa dental vital y sana, sin patologias, apa-
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recen en el afo 2000 y fueron realizados por
el equipo de Gronthos y cols.,® quienes aisla-
ron células madre de pulpa dental de piezas
permanentes (DPSC). En el afio 2003, Miu-
ra y cols. aislaron células madre de piezas
temporarias (SHEDs).® Estas células fueron
consideradas células madre mesenquimales
ya que resultaron positivas para marcadores
como CD90, CD105, CD73 y negativas para
marcadores de células diferenciadas, en con-
cordancia con los criterios establecidos para
definir una célula mesenquimal.’ Algunos au-
tores han descripto también que, de la pulpa
dental inflamada de piezas temporarias o per-
manentes, pueden ser aisladas células madre
y cultivadas con éxito.'?'4

Diferenciacion osteogénica

Una vez aisladas y caracterizadas, las cé-
lulas madre mesenquimales (MSC) pueden
ser diferenciadas, bajo el estimulo adecuado,
hacia diferentes tipos celulares como neuro-
nas, condrocitos, adipocitos, hepatocitos y
osteoblastos, entre otras,%8'"1% y pueden ser
utilizadas para ingenieria de tejidos, medicina
regenerativa y reconstructiva.'®'” Incluso algu-
nos autores encontraron un mayor potencial
de diferenciacion osteogénica en las DPSC al
compararlas con BMSC y células madre de
tejido adiposo.'®

Para lograr la diferenciacién osteogénica,
algunos autores utilizan métodos de separa-
cion celular mediante cell sorting con el fin de
obtener solamente una poblacién de células
que expresen en su superficie marcadores
como CD117 (C kit), CD34, flk-1 y STRO-1.°
De esta manera obtienen una poblacién ce-
lular homogénea que, al ser cultivada con un
medio suplementado con 20% de suero fetal
bovino por 30 dias, comienza a diferenciarse
en osteoblastos. Otros investigadores pre-
fieren utilizar medios especificos para la di-
ferenciacion osteogénica sin realizar ningun
tipo de seleccioén inicial. Como ejemplo, lue-
go de aislar y caracterizar las MSC, estas son
sembradas en un medio de cultivo suplemen-
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tado con acido ascérbico, dexametasona y
B-glicerofosfato, que induce la diferenciacion
de estas células hacia osteoblastos. Algunos
autores han utilizado proteina morfogenética
recombinante humana (BMP-4) para estimular
la diferenciacion osteogénica.®

Al cabo de cuatro semanas, las MSC cul-
tivadas con el medio de diferenciacién osteo-
génica comienzan a sufrir cambios tanto mor-
folégicos como de marcadores de superficie.
Antes de su diferenciacién, las MSC presen-
tan una morfologia de aspecto fibroblastico,
generalmente formando una monocapa. A
medida que avanza la diferenciacién, su mor-
fologia se torna cuboidal y sus organelas se
disponen con caracteristicas de osteoblastos
similares a los que se observan en la osteogé-
nesis in vivo.®

Por otro lado, al diferenciarse comienzan
a expresar diferentes marcadores de superfi-
cie. A los 40 dias, el andlisis con citometria
de flujo y real time-PCR revela que las células
cultivadas expresan flk-1, CD44 y el factor de
transcripciéon RUNX-2, marcadores de células
progenitoras osteogénicas. A los 45 dias de
cultivo, las células comienzan a ser positivas
para osteocalcina (OC), fosfatasa alcalina
6sea (FA0) y sialoproteina 6sea (BSP), marca-
dores de osteoblastos.®

Asimismo, luego de la diferenciacion, la
actividad de la fosfatasa alcalina aumenta
(tincién con rojo alizarina positiva),® asi como
también la calceina, indicando que estas cé-
lulas son osteoblastos involucrados en el pro-
ceso de osificacion.’® Otros marcadores de
actividad 6sea descriptos son CBFA1, MEPE,
Osterix y la superfamilia de las BMP.82°

Formacion de tejido 6seo con células ma-
dre de pulpa dental in vivo

Se han descripto diversas técnicas para
trasplantar las células al sitio receptor. En al-
gunos casos se utilizan las células madre di-
ferenciadas y en otros sin diferenciar (SHED o
DPSC). Las células pueden ser trasplantadas
utilizando como transportadores algunos bio-
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materiales como hidroxiapatita (HA)/fosfato
tricalcico (FTC), esponjas de colageno, ge-
les,'® o bien cultivadas in vitro sobre andamia-
jes o estructuras tridimensionales (scaffolds)
como para generar un bloque de hueso vivo
in vitro que luego sera trasplantado al sitio re-
ceptor.519-22

En otros casos se utilizaron tanto DPSCs
como SHEDs (sin diferenciar) mezcladas con
HA/FTC en polvo y fueron trasplantadas de
manera subcutanea en ratones inmunosupri-
midos.582® En estos casos, y ocho semanas
postrasplante, se encontré evidencia de di-
ferenciacién espontanea hacia osteoblastos
y formacién de estructuras similares a hueso
con médula ésea, a diferencia de los contro-
les donde estos procesos no fueron inducidos
por la mera presencia de HA/FTC.

Trabajando en defectos 6seos provocados
en calota de ratén se obtuvieron los mismos
resultados mediante células criopreserva-
das.?® Ademas de osteoblastos, en el sitio
regenerado con células madre, se encontra-
ron células similares a osteoclastos, lo cual
indicaria que el tejido neoformado tendria la
capacidad de remodelarse. Este hallazgo es
de suma importancia clinica ya que, si las cé-
lulas madre de pulpa dental son capaces de
formar una estructura 6sea con la habilidad
de remodelarse fisiologicamente, se podrian
utilizar para ingenieria de tejidos.

SHEDs o DPSCs diferenciadas in vitro para
formar tejido mineralizado

La generacién de hueso in vitro cuenta con
una limitaciéon importante: lograr un tejido tri-
dimensional y no una monocapa de células
rodeado de una matriz mineralizada. En tal
sentido se han publicado diversos trabajos
de investigacién en los cuales se diferencian
las células madre de pulpa dental in vitro vy,
mediante |la ayuda de andamiajes o bien de
matrices, intentan formar una estructura tridi-
mensional que luego sera trasplantada.®?+2s

Se han utilizado diversos biomateriales
tales como membranas y esponjas de cola-
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geno, vidrio bioactivo,? geles,'® microesferas
de alginato,?” matrices de biocoral, 0 microes-
feras elaboradas con polimeros biodegrada-
bles derivados de los acidos lactico y glicé-
lico: polilactico-co-glicolico (PLGA), donde
se siembran las células para que colonicen la
estructura del andamiaje e ir logrando la tri-
dimensionalidad in vitro.9242%28 E| material y
su porosidad parecen ser determinantes en
su capacidad osteoconductiva. Cuanto mas
porosa la superficie de la matriz, mejor resul-
taron la calidad y la cantidad de tejido éseo
formado, y las células mostraron una mayor
actividad de fosfatasa alcalina y de liberacion
de BMP-2 y VEGF (Vascular Endotelial Growth
Factor) al medio, factores indicadores de os-
teogénesis y angiogénesis.?® Estos trabajos
mostraron que en los bloques injertados en
animales inmunosuprimidos, evaluados du-
rante 2 meses, hubo remodelacién ésea que
culmind en un hueso laminillar con osteocitos
atrapados en su estructura, y una matriz ex-
tracelular con marcadores 6seos, entre ellos
colageno |, osteonectina, fosfatasa alcalina
6sea, osteocalcina y sialoproteina 6sea.®?

El papel del biomaterial utilizado como
scaffold también tiene influencia en la adhe-
sion, proliferacion y diferenciacion celular.?® La
estructura, porosidad y composicién influyen
directamente sobre el comportamiento celular
y el resultado obtenido. En un trabajo, Ling y
cols. compararon el efecto de 2 diferentes es-
tructuras de fosfato de calcio en la diferencia-
cién osteogénica de DPSC de conejo: por un
lado, p-fosfato tricalcico (3-TCP) y, por el otro,
un compuesto de nano-hidroxiapatita, cola-
geno y L-polilactico (nHAC/PLA) que imitaba
la microestructura y porosidad del hueso. Los
resultados obtenidos mostraron que el gru-
po de DPSC sembradas sobre nHAC/PLA
presentd una mayor adhesion y proliferacion
celular en las primeras semanas, pero, en pe-
riodos posteriores, el grupo DPSC con 3-TCP
presentd mayor mineralizacién y evidencias
de hueso maduro que el primer grupo.?® En
otro trabajo realizado se compararon dos sca-
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ffolds de colageno de diferente composicion
y su influencia sobre la proliferacion celular,
diferenciacion osteogénica y mineralizacién.*°
Este trabajo demostré que la combinacion de
DPSC con scaffolds de colageno vy silicato in-
trafibrilar promueve la proliferacion celular, la
expresion de genes y proteinas asociadas con
la diferenciacion celular y fue mayor que al uti-
lizar scaffolds sin silicato. El resultado final fue
la formacién de un tejido similar al hueso.®
Se esta estudiando también la influencia del
estimulo mecanico sobre la osteogénesis en
modelos in vitro. La carga mecanica sobre el
cultivo celular aumento el nimero de células
viables al compararlas con el grupo control.®'

Obtencién de hueso vascularizado
Algunos autores han demostrado que la
diferenciacion osteogénica se acompana
de la formacion de vasos sanguineos que le
aportaran vascularizacion al bloque y que se-
ran de vital importancia para el trasplante in
vivo, ya que ocurre una completa integracion.
Esto se deberia a una diferenciacion sinér-
gica de osteoblastos y células endoteliales.®
En este sentido, d’Aquino y cols. hicieron
el seguimiento de la expresion temporal de
los marcadores de superficie de las células
mientras se diferenciaban y encontraron que
un 70% de estas expresaban marcadores
del linaje 6seo y el 30% restante, de células
endoteliales como CD54, Von Willebrand,
CD31 (PECAM-1) y enzima convertidora de
angiotensina. Esto indicaria que habria una
diferenciacién tanto hacia osteoblastos como
hacia células endoteliales. Estas células fue-
ron capaces de formar in vitro chips de hueso
medular con vasos sanguineos (detectables
a los 50 dias de cultivo), y al ser trasplanta-
dos in vivo se integraron completamente al
suministro sanguineo del receptor. Los va-
SOs sanguineos se disponian en sistemas de
Havers rodeados por hueso laminillar. Estos
resultados son de suma importancia clinica
ya que muestran que se puede formar in vitro
un bloque de hueso autélogo, vascularizado,
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vivo, listo para ser utilizado en una aplicacién
clinica.®®

Conclusiones

La pulpa dental representa una fuente
accesible de células madre mesenquimales
adultas, que poseen un alto potencial proli-
ferativo y clonogénico y son capaces de ser
diferenciadas y dar origen a un tejido éseo
maduro, autélogo y vivo, bajo condiciones es-
pecificas de induccién de diferenciacién, que
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