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RESUMEN

Con el tiempo se ha realizado estudios y se ha comprobado que las células madre
de la pulpa dental tienen la capacidad para formar células con caracter
osteogénico, adipogénico y neurogénico. La multipotencialidad de una célula es la
capacidad para diferenciarse en diferentes tipos de células especializadas de un
mismo tejido. En el Perd no se ha desarrollado estudios sobre la
multipotencialidad de la poblacion celular de la pulpa dental humana. Se busca
con la presente tesis dar un sustento tedrico para asi abrir una nueva linea de
investigacién en regeneracion tisular a partir de la pulpa de una pieza dental
extraida. Por lo tanto, el presente estudio tiene como objetivo determinar el
porcentaje de la expresidn de la multipotencialidad de la poblacién celular de la
pulpa dental humana, mediante el andlisis por citometria de flujo. La muestra
celular se obtuvo de las pulpas de 4 terceras molares extraidas de pacientes con
un rango de 22-28 anos de edad, que acudieron al Centro Odontol6gico de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de San Martin de Porres. Las células
obtenidas de la pulpa dental humana fueron aisladas mediante el método de
digestién enzimatica y se determiné la viabilidad celular con el colorante azul de
tripan para luego ser analizada por citometria de flujo. Se utilizaron los
marcadores CD90, CD105, CD45, CD34, CD117, CD11b, CD3, sugeridos por la
Sociedad Internacional para la Terapia celular (SITC) para la identificacién de
células madre de la pulpa dental en procesos de investigacidon cientifica in vitro.
Como resultados, el marcador CD90 obtuvo un rango de 57.25%-66.21%, CD105
obtuvo un rango de 2.69%-21.59% y la expresidon de los marcadores CD34,
CD45, CD117, CD11b y CDS3 fue negativa. Se concluye que la poblacién celular
expres6 marcadores de células madre mesenquimales con diferente nivel de

expresion.

Palabras Claves: Multipotentes, antigenos de superficie, mesenquimal, citometria

de flujo, célula madre, diferenciacion celular.



ABSTRACT

Over time, studies have been carried out and it has been proven the dental pulp
stem cells have the ability to form cells with osteogenic, adipogenic and
neurogenic character. The multipotentiality of a cell is a characteristic to
differentiate into different types of specialized cells of the same tissue. In Peru,
studies on the multipotentiality of the cellular population of the human dental pulp
have not been developed. It is thought with the present thesis to provide a
theoretical sustenance to open a new line of research of tissue regeneration from
the pulp of an extracted dental piece. Therefore, the present study aims to
determine the percentage of multipotentiality expression of the dental pulp cell
population through the flow cytometric analysis. The cellular sample was obtained
from 4 third molars taken from patients between 22 and 28 years of age, who
attended University of San Martin de Porres School of Dentistry-Dental Center.
The cells obtained from the human dental pulp were isolated using the enzymatic
digestion method and the cell viability was determined with the trypan blue dye,
then analyzed by flow cytometry. The markers CD90, CD105, CD45, CD34,
CD117, CD11b and CD3, suggested by the International Society for Cell Therapy
(SITC) were used for the identification of dental pulp stem cells in in vitro scientific
research processes. As results, the CD90 marker obtained a range of 57.25%
66.21%, CD105 obtained a range of 2.69%-21.59% and the expression of the
markers CD34, CD45, CD117, CD11b and CD3 was negative. It is concluded that
cell population expressed markers of mesenchymal stem cells with different level

of expression.

Key words: Multipotent, surface antigens, mesenchymal, flow cytometry, stem
cell, cell differentiation.



INTRODUCCION

La pulpa dental posee una importante poblaciéon celular que cuenta con
odontoblastos, fibrocitos, fibroblastos, células madre mesenquimales, macréfagos
y linfocitos’. Se han realizado estudios donde se ha demostrado la
multipotencialidad de una célula madre en la pulpa dental®. La multipotencialidad
corresponde a la capacidad de la célula para dar origen a distintos tipos celulares
de un mismo tejido o capa embrionaria®. Teniendo como base estudios que nos
muestran que las células madre de la pulpa dental humana pueden formar tejido
osteogénico, condrogénico, adipogénico, miogénicos y neurales*. Este trabajo es
el primer estudio en Perl que determina la expresion de multipotencialidad de la
poblacion celular de la pulpa dental mediante la prueba de citometria de flujo.
Dando asi un sustento tedrico - cientifico y un camino a un nuevo campo de

investigacién en la odontologia peruana.

La importancia del estudio de las células madre de la pulpa dental en los campos
de la odontologia, como la periodoncia, cirugia bucal y endodoncia sera dirigida a
tratamientos integrales. La capacidad de células madre de producir hueso
alveolar, ligamento periodontal y cemento disminuiria la utilizacion de injertos
0seos y a la misma vez reemplazaria tejidos perdidos a causa de enfermedades
periodontales®. En el campo de cirugia ayudaria a procesos de neoformacién para
tratar problemas éseos maxilo-mandibulares®. En el campo de endodoncia, la
terapia con células madre ayudaria a disefiar vasos sanguineos funcionales con
el propésito de formar pulpa dental normal modificando el tratamiento
endoddntico’.

Se podria beneficiar al paciente como al clinico debido al empleo en la practica
clinico-quirargica diaria, puesto que el paciente podria en una misma intervencion
recibir un tratamiento que incluyese la utilizacién de sus propias células madre. A
su vez el clinico ofreceria una mejor opcion terapéutica a sus pacientes y un
menor tiempo quirdrgico comparado con los métodos reconstructivos
tradicionales®’. Siendo el producto final incentivar a futuros estudios
experimentales de la Universidad de San Martin de Porres.



Estudios sugieren que las células de la pulpa dental constituyen una poblacién
celular heterogénea y presentan una poblacién de células madre multipotentes,
proliferativas y autorenovadoras®. De modo que las células madre derivadas de la
pulpa dental ofrecen una gran esperanza cada vez mas significativa en medicina y
odontologia regenerativa. Por lo tanto, la presente tesis tiene como objetivo
general determinar la multipotencialidad de la poblacion celular de la pulpa dental
humana mediante la expresidn positiva y negativa de marcadores en las células

de la pulpa dental.

CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes de la Investigacion

LIAN Z. et al. 2018, compararon el fenotipo de las células madre de la pulpa
dental humana extraida por dos métodos, explante y disgregacion enzimatica.
Para la disgregacion enzimatica utilizaron colagenasa 3 mg/ml y dispasa 4 mg/ml.
Para la inmunofenotipificacion usaron la prueba de citometria de flujo. Utilizaron
también pruebas como la reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa (RT-PCR, siglas en inglés) y Western Blott. Respecto a la expresidén de
CD90, las células que fueron extraidas por explante expresaron 99% vy las células
extraidas por disgregacién enzimética expresaron 100%. En la expresién de
CD44 los resultados fueron similares. Ambos grupos de células expresaron
niveles bajos de CD34 y CD45. Como conclusion demostraron que no hubo
diferencia en el analisis fenotipico al utilizar diferentes métodos de aislamiento

celular®.

LIU Y. et al. 2018, evaluaron las células madre de la pulpa dental de dientes
permanentes humanos (CMPD), células madre de dientes deciduos humanos
(SHEDs, siglas en inglés) y células madre de la médula ésea (CMMO).
Detectaron los marcadores CD90, CD73, CD105 y demostraron la expresion de la
molécula, muerte celular programada (PD-1). Para CMPD y SHEDs los resultados
de citometria fueron doblemente positivos para CD73, CD90, CD105 y PD-1. De
acuerdo al analisis de RT-PCR, SHEDs expresaron mayores niveles de ARNm de
PD-1 que CMPD. En el andlisis de tincion inmunofluorescente, PD-1 se expreso
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con tincién roja en SHEDs y CMPD. Demostrando asi el papel de PD-1, para
controlar la proliferacion celular y la diferenciacién multipotencial de células madre

mesenquimales de la pulpa dental'®.

PONNAIYAN D.et al. 2014, compararon la multipotencia, el potencial
clonogénico, el crecimiento y la expresiéon de CMPD y CMMO mediante analisis
de citometria de flujp y RT-PCR. En el andlisis de citometria de flujo para
reconocer como células madre mesenquimales a ambos grupos, los resultados
fueron positivo = a 90% para CD90, CD29 y negativos < a 5% para CD34 y CD45.
Las CMPD expresaron baja expresion de CD105 y sugirieron que es debido a que
el marcador se encuentra asociado a hematopoyesis y migracion celular.
Verificaron mediante RT-PCR la diferenciacién celular, en la linea osteogénica las
CMPD se tifleron mas y para la diferenciacion adipogénica las CMMO tuvieron un
mayor porcentaje. Como conclusion dieron que las fuentes de células madre
mesenquimales de ambos grupos poseen diferentes potenciales de

diferenciaciéon'!.

PATIL et al. 2014, evaluaron la expresion de marcadores, la tasa de proliferacion
y la morfologia de las células madre de la pulpa dental, foliculo dental y papila
dental. La muestra fue un diente, utilizaron el método de disgregacién enzimatica
y cultivaron. Caracterizaron las células madre mediante la prueba de citometria de
flujo, tuvieron como marcadores mas relevantes CD90, CD73, CD44, CD34 y
CD45. Confirmaron la diferenciacion adipogénica, condrogénica y osteogénica
mediante métodos histoquimicos. Los resultados de la expresion de CD90 fue
99.7 % para células del foliculo dental, 99.5 % para CMPD y 98.5 % para células
de la papila dental. No hubo diferencia significativa en la expresidén negativa de los
marcadores CD45 y CD34. A su vez compartieron caracteristicas similares en
morfologia, tasas de proliferacién y diferenciacion osteogénica, condrogénica y
adipogénica’.

BRIZUELA C. et al. 2013, evaluaron la capacidad de diferenciacion de CMPD y
células madre del foliculo dental humano. Las muestras fueron terceras molares
impactadas y el método de extraccion fue por explante. Las células fueron
analizadas por citometria de flujo con los marcadores CD90, CD44, CD105, CD45
y CD34. Realizaron la diferenciacién osteogénica y observaron minerales con rojo
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alizarina. La diferenciacién condrogénica la detuvieron cuando observaron micro-
masa celular y la diferenciacion adipogénica al observar adipocitos. Concluyeron
que las células mesenquimales del foliculo dentario tuvieron mayor potencial de
diferenciacion al expresar osteocitos, condrocitos y adipocitos mientras que las
células de la pulpa solo expresaron osteocitos y condrocitos 3.

PONNAIYAN D. et al. 2012, analizaron el fenotipico de las CMPD vy las células
madre mesenquimales del ligamento periodontal (PDLSCs, siglas en inglés). La
muestra fueron 4 molares impactadas, su digestion enzimatica fue con
colagenasa 2 mg/ml tipo | y dispasa 4 mg/ml durante 1 hora. El andlisis
inmunofenotipico se realizd por citometria de flujo con la expresion positiva de los
marcadores CD90, CD73, CD105, CD166 y negativos para marcadores CD34 y
CD45. CD105 se expresé en 23.2% de CMPD y en 5.8% de PDLSCs
respectivamente. CD90 se expres6 en 99.5% de CMPD y en 99.6% de PDLSCs; y
CD73 se expresé en 99.2% de CMPD y en 96.4% de PDLSCs. Como conclusion,
mostraron que las células madre mesenquimales dependiendo del tejido
relacionado podrian tener caracteristicas distintas a pesar de su fuerte expresion

de marcadores'.

MAGALLANES et al. 2010, evaluaron el aislamiento, la caracterizacion y la
diferenciacion celular de células madre derivadas de la pulpa dental humana. La
muestra fueron 5 premolares. Utilizaron el medio Dulbelcos modified eagle
medium (DMEM, siglas en inglés), colagenasa 3 mg/ml y dispasa 4 mg/ml. Para el
cultivo celular agregaron DMEM suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB),
antibiéticos, antifiungicos, aminoacidos no esenciales y piruvato de sodio. A los 14
dias observaron al microscopio, células alargadas, aplanadas de tipo fibroblastico.
Para el analisis de inmunocitoquimica, utilizaron marcadores membranales,
STRO-1 y CD44 especificos de células progenitoras mesenquimales. Para la
diferenciacion celular hacia un fenotipo mineralizante analizaron la expresion de
dos proteinas, sialoproteina ésea (BSP) y osteopontina (OPN) mediante PCR e
inmunocitoquimica. Como resultado obtuvieron que las células madre derivadas
de la pulpa dental presentaron las principales caracteristicas, ser clonogénicas y

multipotenciales debido a su diferenciacion a un fenotipo mineralizante.
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1.2 Bases Teoricas

2.2.1 Multipotencialidad

La multipotencia es la capacidad de una célula madre en diferenciarse en
multiples tipos de células especializadas funcionalmente maduras. Dentro de la
literatura clasificamos a las células madre: embrionaria, adulta e inducida. Siendo
la mejor candidata la célula adulta debido a sus caracteristicas biologicas, dentro
de esta clasificacibn encontramos a las células madre hematopoyéticas y
mesenquimales’®. A las células madre mesenquimales se les considera
precursoras multipotentes debido a su capacidad por diferenciarse en
osteoblastos, adipocitos y condrocitos in vitro. Se ha demostrado que a pesar de
aislarse y expandirse luego de los diferentes pasajes en los medios de cultivo no
pierden su capacidad mesenquimal multipotente, convirtiéndolas asi en células

con alto potencial para desarrollar investigaciones en medicina regenerativa'®'”.

La Sociedad Internacional de Terapia Celular (SITC) debido a la ambigtiedad e
inconsistencia que se ha dado en los ultimos anos, ha establecido criterios de
identificacion de células madre mesenquimales uUnicamente para fines de

investigacién. Estos criterios se indican a continuacion:

a) Utilizando citometria de flujo, los marcadores CD105, CD90 y CD73 deben
presentar una expresion positiva 295% y los marcadores CD45, CD34, CD11b,

CD14 y CD19 deberian tener una expresion < 2% o negativa.

b) Las células madre mesenquimales deben ser adherentes al plastico,

mantenerse aun después de su expansién en los pasajes de los cultivos.

c) La capacidad de diferenciacion en cultivo in vitro de las células madre

mesenquimales debe ser hacia osteoblastos, condrocitos y adipocitos .
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2.2.2 Marcadores de multipotencialidad

En el 2006, Beyer Nardi et al. demostraron que fenotipicamente la expresién de
algunos marcadores: CD90+, CD105+, CD29+, STRO-1+, CD34/35-, ayudan a la
clasificacion del grupo de células madre mesenquimales humanas’®.

La poblacién celular de CMPD se caracteriza por la expresidén de los antigenos de
superficie celular utilizando métodos basados en anticuerpos. Al ser las CMPD
una poblacién heterogénea no todas expresan los mismos marcadores y no

tienen el mismo porcentaje de expresion's.

CD 90 También llamado Thy-1, proteina ligada la interaccién célula-célula y
matriz-célula?®. Wiesmann et al., demostraron que CD90 se expresé durante la
proliferacién pero que disminuyé cuando las células van diferenciandose en

células de tipo osteoblastico?!.

CD105: También llamado endoglina, se encuentra dentro de los co-receptores
accesorios para el factor de crecimiento (TGF- B), a su vez regula la proliferacién
celular, la diferenciacion, la migracion y la adhesion?. Varma et al., estudiaron la
expresion de CD105 en las células madre del tejido adiposo donde demostraron
una gran diferencia en la expresion de tal marcador. Su expresién es mucho
mayor en el andlisis del cultivo que al ser recién aisladas?®. Aun asi, el estudio
sugiere que dicho marcador puede no ser Util para la deteccién in vivo de células

madre mesenquimales?.

CD34: Es una glicoproteina de membrana, se utiliza como un marcador para
ayudar en la identificacion y aislamiento de células madre hematopoyéticas.
Actualmente se ha dispuesto como marcador para ayudar a identificar otras
células madre especificas de tejido, incluidas las células satélites de los musculos
y los precursores de la epidermis.

Dentro de sus funciones, se incluye potenciar la proliferacién y bloquear la
diferenciacion de células madre. A su vez la familia de proteinas CD34 tiene
buena adhesién de linfocitos al endotelio vascular especializado en tejidos
linfoides?4.
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CD45: Es una glicoproteina de superficie celular de leucocitos mas abundantes,
principalmente sobre las células hematopoyéticas. También Illamada pan-
leucocitario, CD45 ha sido reconocido como miembro de la proteina tirosina
fosfatasas (PTP, siglas en inglés). Se considera importante en la proliferacién de

linfocitos T estimulado por antigenos y desarrollo timico?5.

CD117: es una glicoproteina transmembrana, familia del receptor tirosina
quinasas?®. Ahmadi et al. demostraron que CD117 se expresa en leucemias por lo
que se cree que es un marcador confiable para identificar la diferenciacion
mieloide. A su vez recomendd incluir en el panel primario del analisis de

citometria de flujo a dicho marcador debido a su alta especificidad?’.

CD11b: Es un miembro de la familia de la integrina. CD11b se expresa en la
superficie de muchos leucocitos, incluidos monocitos, neutréfilos, células asesinas
naturales, granulocitos y macréfagos. Por lo tanto, SITC lo incluye en el panel de

antigenos con expresion < 2% para células madre mesenquimales’®.

CD3: Es un miembro de la familia de las inmunoglobulinas, se localiza en la
superficie celular de linfocitos T inmaduros o llamados también timocitos. Se
expresa en un alto porcentaje de células T.

2.2.2 La pulpa dental

La pulpa dental es un tejido conectivo en el cual existen diferentes tipos de
células, donde podemos encontrar fibroblastos, odontoblastos, pericitos, células
endoteliales, y células mesenquimales indiferenciadas, entre otros?2.
La pulpa dental se puede dividir en cuatro zonas:
a) Zona Odontoblastica: compuesta principalmente por odontoblastos, se
encuentra en contacto con la predentina.
b) Zona Acelular o Capa basal de Weil: la presencia o ausencia de elementos
se encuentra regulada por el estado funcional de la pulpa.
c) Zona Central de la pulpa dental: en esta zona encontramos los troncos
nerviosos y vasculares, siendo la célula méas destacada el fibroblasto?®.
Dentro de la pulpa encontramos diferentes células:
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a) Odontoblastos: Por su alta capacidad secretora representan la principal
direccion de diferenciacion para las células derivadas de la pulpa
dental que producen y secretan colageno | en el espacio extracelular y
forman la interfaz pre-dentinal. Ademas de los componentes de colageno,
los odontoblastos también sintetizan sialofosfoproteina destinaria, matriz de
dentina, fosfoproteina acida, decorina y biglicano?.

b) Fibroblastos: Son las mas abundantes y presentan forma de estrella. Estos
sintetizan colageno tipo | y Il y se encuentran en toda la pulpa, pero
principalmente en la zona central.

c) Macréfagos: Forman parte de la respuesta inmunoldgica frente a un dafo,
tienen actividad fagocitica y actian como reservorio para sustancias
extraias que son destruidos por accion de enzimas lisosomales.

d) Células dendriticas: Células que presentan antigenos con el propésito de
activar a los linfocitos T.

e) Linfocitos: Se activan con la presencia de antigenos, para la vasodilatacion
pulpar. En una pulpa sana se encuentran linfocitos T.

f) Células madre mesenquimales: Se encuentran en la zona central y celular

de la pulpa dental®.

2.2.3 Células madre

La célula madre (CM) o stem cell se define como células capaces de dividirse
continuamente y producir células progenitoras con capacidad de dar lugar a
células con potencial de origen osteogénico, condrogénico, adipogénico Yy
neuronal®'. Las primeras células madre fueron halladas en la médula ésea pero
con el tiempo se ha ido descubriendo mas lugares donde podemos encontrarlas,
tales como en el musculo cardiaco, esquelético, cerebro, retina, pancreas, cordon
umbilical y tejido graso. Las células madres se pueden agrupar segun su origen:
embrionarias y adultas; segun su tejido: médula 6sea, piel, tejido, pulpa; y segun
su potencial de diferenciacion: células totipotentes, células pluripotentes, células
multipotentes, células oligopotentes y células unipotentes”.

Las células madre embrionarias son células que se obtienen de la masa celular
interna de un embrién en sus primeros dias. Las células madre adultas son

células que se encuentran dentro de un tejido especifico de un organismo ya
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formado. Las células madre inducidas son aquellas células adultas que se han
transformado en células pluripotentes debido a la adicién de un reducido grupo de
genes /%2,

Podemos mencionar las ventajas y desventajas de las CM embrionarias y CM
adultas. Las ventajas de las CM embrionarias es su capacidad de formar
cualquier célula de tipo inmortal y facilmente asequible, la desventaja es su
obtencién compleja. Presenta problemas éticos-legales y crea un alto porcentaje
de tumores en los animales de experimentacion. Por otro lado, la obtencién de
células madre adultas es sencilla, pueden ser autélogas y no presentan limitantes.
Los reportes no han demostrado que produzcan neoplasias. Su desventaja es la
complejidad para obtenerlas en altos porcentajes, el tiempo de duracion en los
cultivos es corto, y existe riesgo de que las células puedan perder viabilidad y
lleven mutaciones que causen enfermedades®.

De acuerdo a la capacidad de diferenciacion, las células madre totipotenciales
corresponden exclusivamente al cigoto y los descendientes de las dos primeras
divisiones ya que dan origen a formar el embrion y el trofoblasto de la placenta.
Las células madre pluripotenciales tienen la capacidad de diferenciarse en las tres
lineas germinales, como la masa celular interna del blastocito, sin embargo, no
tienen la capacidad de formar la placenta. Las CM multipotenciales, limitadas a
diferenciarse a un linaje celular especifico de acuerdo a su ubicacion y CM

unipotenciales, son aquellas que generan un tipo celular especifico 3233,

2.2.4 Nichos de la célula madre

El nicho es un microambiente donde se encuentran las células madre. A través
del tiempo se han realizado estudios para identificar la interaccién que existe
entre lascélulas y su habitat. Esta interaccibn es regulada por
quimiocinas, CXCL12, la mas importante, que tiene como funcién favorecer la
supervivencia, adhesion y localizacion de las células madre en la médula 6sea.
CXCL12 es esencial para el desarrollo hematolégico temprano y esta presente
principalmente en las células endoteliales y células madre mesenquimales. Para
que las células madre se mantengan en homeostasis dentro del nicho los
siguientes factores deben mantenerse en armonia; los osteoblastos, la matriz

extracelular, electrolitos extracelulares, prostaglandinas y sefales adrenérgicas.
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El propdsito de la regulacion de las células madre dentro de un ciclo circadiano es
el desplazamiento de las células en el organismo para mantener el equilibrio
frente a un dafo organico o una enfermedad. Por lo tanto, el nicho es un
habitat complejo donde los osteoblastos tienen un papel esencial para mantener
las células madre en homeostasis y en armonia dentro de éste®“.

Songtao Shi, en el afno 2003 evalu6 la presencia de STRO-1, marcador que se
encuentra en diversos tipos de células madre mesenquimales, para localizar los
nichos de CMPD. El demostré que STRO-1 se expresé en las paredes externas
de los vasos sanguineos de la pulpa dental, por lo tanto, sugirié que las CMPD

residen en su microvasculatura de origen3®.
2.2.5 Las células madre de la pulpa dental

En el afio 2000 el Dr. Gronthos publica que los dientes permanentes presentan
células madre®. Luego en el afio 2003 Miura et al. demostraron que, en las células
de los dientes primarios, también se encuentran células madre multipotentes que
son capaces de diferenciarse, él las nombra “Células Madre Humanas de Dientes
Exfoliados” (SHEDs, siglas en inglés)3®.

Las células de la médula ésea como las células de la pulpa dentaria proceden de
la cresta neural ya que existen reportes que muestran que los tejidos de la pulpa
de dientes deciduos presentan los marcadores STRO-1 y CD146. Es por ello
comparten cierta actividad génica y comportamiento bioldgico similar3®. Chai et al.,
muestran que el desarrollo del odontoblasto se origina en linea directa de las
células de la cresta neural, asi como embriol6gicamente una gran parte de los
tejidos dentales®”’. Se ha reportado que las células madre de la pulpa dental
pueden encontrarse en la regién perivascular de la pulpa dental debido a que los
marcadores CD146+ y STRO-1 no se presentan alrededor del tejido fibroso y se
encuentran limitados en las paredes de los vasos sanguineos®. Diversos autores
se han dedicado al estudio de los diferentes grupos de células en la cavidad bucal
y clasifican a las células madre en células madre del ligamento periodontal
(PDLSCs, siglas en inglés), células madre del foliculo dental (DFPCs, siglas en
inglés), células madre del diente deciduo, células madre de la papila dental
(SCAP, siglas en inglés) y CMPD®.
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Asimismo, las investigaciones sobre células madre se han enfocado en
regeneracion. Gronthos et al. realizaron un estudio in vitro e in vivo donde
compararon la capacidad osteogénica de CMPD y CMMO. El estudio in vitro
demostré que los cultivos de CMPD tardan 5-6 semanas para formar nodulos
condensados con altos niveles de calcio a diferencia de los cultivos de CMMO
que en 3-4 semanas inducidas con el mismo medio producen extensas laminas
de depdsitos calcicos. Asimismo, demostraron in vivo que los trasplantes de
CMPD expresaron componentes de la matriz dentinaria como sialoproteina 6sea y
osteocalcina. Demostrando asi que las CMPD tienen un alto potencial de generar
un complejo dentina/pulpa dentro de condiciones similares a CMMQ8,

Wang et al. cultivaron células madre pulpares con origen xenogénico in vitro e in
vivo para demostrar que un microambiente con estas células genera la
potencialidad para diferenciarse en un linaje odontogénico. Mostraron que la
probabilidad para formar una estructura que contenga dentina de manera regular
y células similares a odontoblastos es alta cuando existen factores liberados por
un medio que contengan células germinales de dientes con origen humano vy
xenogénico. Siendo asi un potencial en la bioingenieria con la fabricacion del
sistema de un diente®.

Respecto a los avances en la regeneracion neurogénica de las células madre de
la pulpa dental, Fuji H. et al. estudiaron las células madre de los dientes deciduos
exfoliados y llegaron a la conclusién que estas células son potencialmente Utiles
en el desarrollo del tratamiento de la enfermedad de Parkinson. Demostraron que
las neuronas dopaminérgicas nigoestriadas podrian ser suficientemente inducidas
a partir de las células madre de dientes exfoliados y que estas células tendrian
beneficios. Ademas, demostraron que los efectos paracrinos de las células
madres de los dientes exfoliados contribuyeron la neuroproteccion contra la
neurodegeneracion inducida por la toxicidad de 6-OHDA y un crecimiento

acelerado in vitro 3°.
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Figura 01. Diferenciacion multipotente de células mesenquimales de la pulpa dental.
FUENTE: Nuti N, Corallo C, Chan BM, Ferrari M, Gerami-Naini B. Multipotent
Differentiation of Human Dental Pulp Stem Cells: a Literature Review. Stem Cell Rev.
2016 Oct; 12(5):511-23.

2.2.6. Citometria de Flujo

La citometria de flujo es una técnica cuantitativa que se utiliza para el andlisis de
células u otras particulas en suspension. La base de su mecanismo radica en
pasar células alineadas y de una en una por delante de un haz luminoso. El
resultado de esta accion puede presentarse de dos maneras. La generada por la
dispersion de luz y la relacionada con la emision de luz por fluorocromos
presentes en la célula al ser excitada por un rayo luminoso. Las sefiales que son
detectadas se convertiran en impulsos eléctricos que se amplificaran y se
convertiran en sefales digitales que seran procesadas en una computadora“C,
Con el paso de los anos el software utilizado por la citometria de flujo ha ido
mejorando y teniendo nuevas versiones con el objetivo de detectar con mayor
fiabilidad las poblaciones que representan el 0,01% de los eventos es decir 1
célula en 10,0004,

Los criterios intrinsecos en los que se basa la citometria de flujo en relacion a su
evaluacién celular son las definiciones de dispersion frontal o Forward Scatter
Channel (FSC) y dispersion lateral o Side Scatter Channel (SSC). El primero nos
informa el tamano celular y el siguiente la complejidad. La valoracion de estos
criterios se desarrolla mediante graficas, pueden ser monoparamétricas y
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diparamétricas. Un ejemplo de monoparamétricas es el histograma, donde se
encuentran dos ejes “X” y “Y”. “X” representa la intensidad de la fluorescencia y
“Y” el numero de células a las que se le ha medido la intensidad. El ejemplo de
diparamétrica es el “dot-plot”, donde la intensidad de fluorescencia se representa
a modo de puntos. En ambas gréaficas se puede delimitar agrupaciones celulares
con caracteristicas especificas mediante ventanas citométricas (‘gates”) o
cuadrantes®.
Para lograr un buen mecanismo del analisis citométrico, se requiere protocolos
que se podrian resumir en 3 fases: a) tener la suspension de células, b) traslado
de las células a unos tubos con anticuerpos marcados con sustancias
fluorescentes o fluorocromos (Isotiocianato de fluoresceina o FITC, ficoeritrina o
PE) y c) lavados ciclicos para eliminar debris*.
Los fluorocromos son moléculas quimicas que absorben la luz a una establecida
longitud de onda emitiendo otra diferente. Se determinan por sus espectros de
excitacion y emision que varian de acuerdo al tipo de fluorocromo a utilizar®® 40 La
integracion de fluorocromos se debe a que la fluorescencia celular espontanea es
limitada, por lo tanto, es necesario introducir la fluorescencia a las células
mediante el marcaje con anticuerpos combinado con fluorocromos*.

Dentro de los fluorocromos mas utilizados encontramos:

a) lIsotiocianato de fluoresceina (FITC, siglas en inglés) es un colorante que se
utiliza con un marcador para la deteccion de antigenos sobre las superficies
celulares**. Su canal de fluorescencia es color “verde”, su nivel de excitacion
maxima es 494 nm y su nivel de emisidon maxima es de 519 nm. Teniendo asi
un alto nivel de eficiencia de transferencia de energia“.

b) Ficoeritina, cuya abreviatura es “PE”, es una molécula altamente brillante
debido a sus elevados cromoéforos. Su canal de fluorescencia es color
“amarillo”, su nivel de excitacién maxima es 496 nm y su nivel de emision
maxima es de 578 nm.

c) PerCP-Cy 5.5”, fluorocromo denominado “conjugado doble” debido a que
traslada su energia a la molécula cianina generando una emision mas larga
que Peridina clorofila (PerCP, siglas en inglés). Su canal de fluorescencia es
de color “rojo”, su nivel de excitacidn maxima es 482 nm y su nivel de emision

maxima es de 695 nm43.
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d) Aloficocianina, cuya abreviatura es “APC”, contiene 6 cromoéforos por
molécula, al que también se le denomina “muy brillante”. Su canal de
fluorescencia es de color “rojo”, su nivel de excitacidn maxima es 650 nm y su
nivel de emision maxima es de 660 nm*3.

e) V450, fluorocromo de alta sensibilidad, color “violeta”. Su nivel de excitacién

méaxima es de 404 nm y su nivel de emision méaxima es de 448 nm*+.
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Figura 02. Principio de andlisis de citometria de flujo y componentes de un citémetro de
flujo.

FUENTE: Menon V, Thomas R, Ghale AR, Reinhard C, Pruszak J. Flow cytometry
protocol for surface and intracelular antigen analyses of neural cell types. J Vis Exp. 2014
Dec; 18;(94):1-11.
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La técnica de citometria de flujo en la identificacion, caracterizacion y aislamiento
de células madre se considera una herramienta sumamente (til debido a su
capacidad para realizar rapidamente mediciones cuantitativas en células
individuales dentro de una poblacién heterogénea. Sin embargo, debido a la
variedad extensa de estas células se requiere complementar con otras técnicas.

La ventaja de analizar por citometria de flujo frente a la técnica de PCR es que
ésta diferencia células viables y muertas. A su vez mide la proporcion de células
positivas*>. Nery et al. realizaron estudios de citometria de flujo en las células
madre mesenquimales, dando asi una base para la importancia de ésta en la
caracterizacion de poblaciones celulares recomendando usar Solucion Salina
Tamponada con fosfato (PBS, siglas en inglés) con albumina sérica (BSA, siglas

en inglés) al 0.1% para impedir la degeneracion de las membranas celulares*-46.

1.3 Definicion de Términos Basicos

Células Multipotentes: Células que puede dar origen a todos los tipos celulares de
un determinado linaje. Ejemplo: células madre hematopoyéticas y las células

madre mesenquimales.

CD90: También llamado Thy-1, marcador de precursores mesenquimales
tempranos?'.

CD105: Llamado también “endoglina”, regula los componentes de la matriz
extracelular como la fibronectina y el colageno?.

CD34: Identifica células en los capilares y en la adventicia de los vasos
sanguineos, progenitoras hematopoyéticas®*.

CD45: Antigeno expresado en manera constitutiva en células hematopoyéticas,
identifica leucocitos y permanece estable en células maduras?>.

CD117: Expresado en células sanguineas, precursores mieloides?’.

CD11b: Identifica leucocitos maduros, expresado en células hematopoyéticas. A
su vez identifica la linea granulocitica: neutréfilos, monocitos, etc'®.

CD3: Antigeno que se utiliza para la identificacion y cuantificacion del porcentaje
de linfocitos T6.

7AAD: 7-aminoactinomicina D, marcador de viabilidad que identifica las células no

viables uniéndose al nucleo.
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Medio esencial modificado minimo de Eagle (DMEM): Es un medio utilizado para
el cultivo celular desarrollado por Harry Eagle. Contiene vitaminas y aminoacidos.
Isotiocianato de fluoresceina o FITC: Colorante con una fluorescencia color
‘verde”, que se usa para el diagndstico celular y se emplea en examenes
citoldégicos de muestras de origen humano*“.

Ficoeritina o PE: Colorante fluorescente de color “amarillo”, denominado
“altamente brillante”.

PerCP-Cy 5.5: Denominado “conjugado doble” con canal de fluorescencia color
“rojo” 43.

V450: Colorante fluorescente de color “violeta”, con una absorcidén maxima de 404

nm y un pico de emision de 448 nm.

CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1 Formulacién de Hipotesis

2.1.1 Hipotesis general

La poblacién celular de la pulpa dental presenta un alto nivel de expresion de
multipotencialidad.

2.1.2 Hipotesis especificas

H1- La poblacidn celular de la pulpa dental presenta expresion de
multipotencialidad.

Ho-La poblacién celular de la pulpa dental no presenta expresion de
multipotencialidad.

2.2 Variables y Definicion Operacional

2.2.1 Variables y definiciones

Variable Independiente: Poblacién celular de la pulpa dental humana.
Variable Dependiente: Expresién de multipotencialidad.

2.2.2 Operacionalizacion de variables
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Operacionalizacion de variables:

VARIABLE DIMENSION INDICADOR CATVESL%'::A 0 TIPO ESCALA
Principal (es)
Poblacion celular dela | Células viables de la Presencia — o _
Independiente ] cualitativo nominal
pulpa dental pulpa dental. Ausencia.

CD90

CD105

CD34 _

_ o Porcentaje o §

Dependiente Multipotencialidad CD45 S cuantitativo De razén

CD117 °

CD11b
Intervinientes Edad 22-28 intervalo cuantitativo De razén
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CAPITULO Ill: METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1 Diseiio Metodoldgico

Se realizé un estudio descriptivo, prospectivo y transversal.

Descriptivo: Se describié la poblacion celular a través de los datos de la citometria
de flujo.

Prospectivo: Se obtuvo la poblacién celular y datos de la citometria de flujo post

exodoncia de las piezas dentarias.

Transversal: Se analizd6 los datos de la citometria de flujo inmediatamente
después de obtener la poblacién celular de la pulpa dental de terceras molares
extraidas.

3.2 Diseno Muestral

Poblacion:

Células de la pulpa dental de premolares y terceras molares post exodoncia de
pacientes que acudieron al Centro Odontol6gico- Universidad de San Martin de
Porres.

Muestra

El presente estudio utilizé células de la pulpa dental provenientes de 04 terceras
molares de diferentes pacientes entre 22-28 anos de edad. Los pacientes fueron
informados del presente estudio y firmaron el consentimiento de donacién

voluntaria de sus terceras molares extraidas, aceptando colaborar en el estudio.

Criterios de inclusion:

e Terceras molares extraidas de pacientes sanos que no presenten lesion
cariosa.

e Terceras molares extraidas por motivos profilacticos y/o ortodénticos con
no mas de 24 horas post exodoncia y procesamiento de la pieza dental.

e Terceras molares extraidas mediante técnica de exodoncia simple.

e Terceras molares extraidas en estadio de Nolla 10.
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Criterios de exclusion:

e Terceras molares que radiolégicamente presenten fracturas.

e Terceras molares extraidas por odontoseccion.

e Terceras molares con afecciones periodontales.

e Escasa poblacion celular obtenida del procesamiento de las piezas

dentales post exodoncia.

3.3 Técnicas de Recoleccion de Datos

Antes de la exodoncia simple los pacientes firmaron el consentimiento informado
(Anexo 01). Las piezas dentales fueron extraidas en el Centro Odontolégico de la
Universidad de San Martin de Porres entre febrero y junio 2018.

Los datos registrados en la ficha disefiada para el estudio fueron: codigo de la
pieza, edad del paciente, género del paciente, fecha y hora de la exodoncia, hora
de inicio del procesamiento, nimero total de la poblacién celular y porcentaje de
viabilidad.

Procedimiento:

El procedimiento se llevo a cabo de acuerdo a las normas vigentes por el Comité

de Etica de Investigacion de la Facultad de Odontologia de la Universidad de San

Martin de Porres. Las muestras fueron terceras molares extraidas en el Centro

Odontologico de la Universidad de San Martin de Porres. El paciente realiz

enjuagatorios con Clorhexidina 0.12% por 1 minuto antes de la exodoncia.

Inmediatamente después de la exodoncia la pieza dental fue depositada en un

tubo estéril que contenia:

e Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM); Medio de transporte con Baja
glucosa 1 g/litro, bicarbonato de sodio, piruvato de sodio y L-glutamina.

¢ Antibiéticos (Penicilina 100 U/ml y Estreptomicina 100 pg/ml)

¢ Anfotericina B 250 pg/ml.

El transporte de la pieza dental hasta el Laboratorio de Investigacién de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de San Martin de Porres — Sede Santa
Anita se realizé en cadena de frio conservandolo a 4°C. En la cabina de flujo
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laminar se limpid la pieza con gasa embebida con etanol al 70%. Inmediatamente
se sometio la pieza a tres banos (Figura 03).

e 1ier bano: DMEM+ PE-ST 1 % + Nistatina 16 pug/ml por 30 minutos
e 2do bano: DMEM por 20 minutos
e 3er bano: DMEM+ PE-ST 1 % + Nistatina 16 ug/ml por 20 minutos

Luego de los tres bafos, fuera de la cabina de flujo laminar se fracturd la pieza
con el método de fractura mecanica (Figura 04). Se trasladé a la cabina de flujo
laminar la pieza fracturada en una gasa y se coloc6é en una placa Petri (Figura
05). Se separaron unicamente los restos pulpares en las placas petri y se cortaron
con una hoja de bisturi # 15 en trozos de 1 mm y 2 mm (Figura 06). Los restos
cortados se llevaron a un microtubo y se realizd la digestién enzimatica de los
fragmentos con 3 mg/ml de colagenasa tipo | y 4 mg/ml de dispasa tipo Il (Figura
07). Se llevé a la incubadora durante 45 minutos en condiciones de 37°C, 5% CO:
y 3% O2 (Figura 08)*’.

Al finalizar el tiempo de incubacion, se filtraron los restos pulpares. Luego se
trasladaron a un tubo de 15 ml y se llevaron a centrifugar a 1100 rpm por 10
minutos. Se retird el sobrenadante quedando unicamente el pellet en el fondo del
tubo. Se resuspendi6 con 1 ml de Solucién Salina Tamponada con fosfato.

Se retird 10 pL de la suspensiéon celular obtenida y 10 uL del colorante azul de
tripan al 0.4%. Inmediatamente se colocé la mezcla homogénea en la cdmara de
Neubauer y se llevo al microscopio optico (Figura 09). Se procedid al conteo de la
poblacion celular para obtener la viabilidad*”: 48,

Para el conteo celular se consideré a las células azules (muertas) y a las células

blancas (vivas), en cada cuadrante. Se utilizaron las siguientes formulas:

N° células = N° células vivas x factor de dilucién x 104 x Vol. Solucién
N° de cuadrantes contados

% viabilidad = n° células vivas x 100
Ne° total de células

Al obtener buena cantidad de células y una alta viabilidad, se transfirid a un tubo
de 15 ml, en cadena de frio, conservandolas a 4°C.
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Para determinar los marcadores de multipotencialidad se trasladé la muestra al
Instituto de Investigacién y Aplicacion Celular. Se utilizé el citdbmetro de flujo BD
FACSCanto*Il.

Posteriormente se trasladd 100 pL de la suspension celular a un nuevo tubo de 5
ml. Se centrifugd a 2500 rpm por 4 minutos. Se afnadieron los siguientes
marcadores ligados a sus fluorocromos: CD90-FITC (BD Pharmingen™, San
Diego), CD105-PE (BD Biosciences, San José), CD34-PerCP-Cy 5-5 (BD
Biosciences, San José), CD117-PE (BD Biosciences, San José), CD11b-APC (BD
Biosciences, San José), CD3-APC (BD Biosciences, San José), CD45-V450 (BD
Biosciences, San José) (Figura 10). Se mantuvo durante 30 minutos a 18°C. En
toda poblacion celular se encuentran glébulos rojos, por lo tanto, se agregé al
mismo tubo 1 ml de solucién lisante a base de amonio (BD FACS™ Lysing
Solution, San José) y se mantuvo a temperatura ambiente por un tiempo de 15
minutos. Luego se centrifugd a 2500 rpm por 4 minutos. Se agreg6 al tubo 3 ml de
PBS y se centrifugd por 5 minutos. Finalmente se llevd la muestra al citometro de
flujo BD FACSCanto*ll.

La viabilidad celular se determiné colocando el tubo con la suspension celular al
vértex VWR Estandar Mini Vortex por 2 minutos y se trasladé 100 puL a un nuevo
tubo de 5 ml, llevandolo a centrifugar a 2500 rpm por 4 minutos. Se afnadié
colorante 7 AAD (Beckman Coulter Stem-Kit™ Reagents, San Jos€) y se mantuvo
por 30 minutos a una temperatura de 18°C. Luego se agregd una solucién lisante
a base de amonio y se llevé a incubar en las mismas condiciones por un tiempo
de 15 minutos. Posteriormente se centrifugd a 2500 rpm por 4 minutos,
agregando al tubo 3 ml de PBS al tubo. Se volvié a centrifugar el tubo en las

mismas condiciones y finalmente se llev6 al citbmetro Beckman Coulter.

Todos los datos se registraron en el Software de Adquisicion “BD FACSDIVA™

Software- BD Biosciences”.
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Figura 05. Extraccion de la pulpa dental. Figura 06. Restos de la pulpa dental.

Figura 07. Bafo enzimatico. Figura 08. Incubadora C02Cell 50
Standard.
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Figura 09. Conteo celular con el
microscopio optico.

Figura 10. Marcadores de multipotencialidad. CD90-FITC, CD105-PE, CD34, PerCP-Cy 5-5,
CD117-PE, CD11b-APC, CD3-APC y CD45-V450.

E—

Figura 12. Citometro de flujo“Cytomcs
FC500”

Figura 11. Citometro de flujo BD FACSCanto* Il.
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Figura 13. Reactivos para viabilidad. 7-AAD,
CD45-FITC y CD34-PE.

Los datos obtenidos se registraron en la ficha de recoleccion de datos (Anexo
Ne2).

3.4 Técnicas Estadisticas para el Procesamiento de la Informacion

Para el procesamiento de datos se utilizé el Software de Adquisicion “BD
FACSDIVA™ Software- BD Biosciences”. Los resultados se expresaron en

graficos paramétricos y biparameétricos.

3.5 Aspectos Eticos

El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion.

Los pacientes que cumplieron con los criterios de inclusidén del estudio firmaron un
consentimiento informado de donacién voluntaria de su pieza dental. (Anexo
Net).

El investigador declara no tener conflicto de intereses.

CAPITULO IV: RESULTADOS

En el presente estudio se emplearon 04 molares correspondientes a 04 pacientes
cuyas edades oscilaban entre un rango de 22 y 28 afios de edad con el objetivo
de determinar la multipotencialidad de la poblacion celular de la pulpa dental de
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piezas dentales humanas. Se utilizé el analisis por citometria de flujo mediante
marcadores de multipotencialidad.

Segun la SITC la expresion de antigenos CD90 y CD105 debe ser positiva frente
a presencia de células mesenquimales y la expresion de los antigenos CD45,
CD34, CD3, CD117 y CD11b debe ser negativa debido a que son marcadores de
células hematopoyéticas'®.

Mediante el uso del programa “BD FACSDIVA™ Software-BD Biosciences” se
facilitd un grafico de puntos “Dot Plot” (Figura 14). Donde se expreso el FSC (Eje
“X”y SSC (Eje “Y”), el primero nos proporciona el tamario celular y el siguiente la
complejidad. En la figura se ha separado mediante un “gate”, una poblacion de
células de la pulpa dental humana que compartian un tamafo y complejidad
dentro de la muestra.

En las figuras 15A, 16A, 17A y 18A se observan los histogramas
monoparamétricos con la poblacion celular de la pulpa dental humana. Se
relaciona el eje “X” y eje “Y” correspondiente a la intensidad de fluorescencia y al
numero de células respectivamente. Se encuentran en escala logaritmica decimal,
las escalas logaritmicas son de gran importancia debido a que agrupa senales
altas y logra distinguir al control negativo. Las regiones color verde y fucsia
representan la poblacion celular con los marcadores CD105, CD90, CD45, CD34,
CD3, CD117, CD11b y la regién color rojo representa el control negativo. Para el
control negativo se utilizé la expresién de los marcadores CD3 y CD45. Asi se

demostrd que dentro de la poblacion celular no se encontraron linfocitos.

Los rangos que se obtuvieron de los marcadores positivos para células madre
mesenquimales fueron para CD90 (57.25%-66.21%), del marcador CD105 fue
(2.69%-21.59%) y negativo (0%) a los marcadores CD45, CD34, CD11b, CD3,
CD117. La interpretacién de resultados se ha dado mediante comparacién de

curvas.

En las figuras 15B, 16B 17B y 18B se observan graficos biparamétricos (diagrama
de puntos). Donde el eje “X” representa la intensidad de fluorescencia del
marcador CD90-FITC vy el eje “Y” representa la intensidad de fluorescencia del
marcador CD105-PE, respectivamente. Ambas expresiones fueron positivas para
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células madre mesenquimales, por lo tanto, la poblacién demostr6 una tincién

doble positiva, detectando un gran tamano y complejidad dentro de la muestra.

En la figura 19, se observa un grafico de puntos para la viabilidad celular, donde
el primer cuadrante “G” indica las células vivas. El rango que se obtuvo del
marcador 7-AAD fue de (77.11%-96.41%). Por lo tanto, a mayor intensidad de

fluorescencia aumenta la muerte celular.
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Figura 14. Grafico de puntos (“Dot plot”) que relaciona el tamafio celular con su
complejidad de 04 muestras de poblaciones celulares obtenidas de la pulpa
dental. A. Muestra 1, B. Muestra 2, C. Muestra 3, D. Muestra 4.
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Figura 15. A. Analisis mediante citometria de flujo: Marcadores que expresan

multipotencialidad CD90 (66,21%), CD105 (10%), CD45 (0%), CD34 (0%),

CD117 (0%), CD11b (0%), CD3 (0%). B. Analisis de CMPD con doble tincion

para CD105-PE y CD90-FITC y que se ve tanto en A como en B.
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Figura 16. A. Analisis mediante citometria de flujo: Marcadores que expresan
multipotencialidad CD90 (57,25%), CD105 (21,59%), CD45 (0%), CD34 (0%),

CD117 (0%), CD11b (0%), CD3 (0%). B. Analisis de CMPD con doble tincion
para CD105-PE y CD90-FITC.
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Figura 17. A. Analisis mediante citometria de flujo: Marcadores que expresan
multipotencialidad CD90 (64,79%), CD105 (52,70%), CD45 (0%), CD34 (0%),
CD117 (0%), CD11b (0%), CD3 (0%). B. Analisis de CMPD con doble tincion

para CD105-PE y CD90-FITC.
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(0%), CD11b (0%), CD3 (0%). B. Analisis de CMPD con doble tincion para CD105-
PE y CD90-FITC.
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CAPITULO V: DISCUSION

El presente estudio demostro la expresion de marcadores de membrana frente a
células madre de la pulpa dental humana. Siguiendo con los criterios del SITC, las
células madre deben ser positivas a los marcadores CD90, CD105 y negativas a
CD45, CD34, CD117, CD11b y CD3. Se obtuvo un rango positivo para los
marcadores CD90 (57.25%-66.21%), CD105 (2.69%-21.59%), una expresion
negativa (0%) para CD45, CD34, CD117, CD11b y CD3. Sin embargo,
actualmente no existe un perfil fenotipico universal aceptado para la
caracterizacion de células madre, por lo tanto se utiliza un perfil de expresién
génica con marcadores de membrana que podrian variar por diferentes razones,
diferencia de tiempo de aislamiento, cultivo y medio ambiente. La expresidn
positiva o negativa de los presentes marcadores mediante el analisis de citometria
de flujo no confirma la existencia de células madre, pero si indica la probabilidad

que sean células madre.

La ventaja de analizar por citometria de flujo frente a otras técnicas es que ésta
diferencia células viables y muertas. A su vez mide la proporcién de células

positivas*.

Atari et al. determinaron la expresion de los marcadores en CMPD mediante
citometria de flujo. Los marcadores que utilizaron fueron CD105 con un porcentaje
de expresion 90.77%, CD73 con 72% y CD34 con 0.06% y CD45 con 0.02%/°.
Por lo tanto, estos marcadores cumplieron los criterios del SITC al igual que este
estudio pero contrastan en los resultados en mayor porcentaje de expresion?’.
También utilizaron la prueba de RT-PCR para determinar la expresion de
marcadores embrionarios entre CMPD y células madre inducidas, como resultado
los niveles de OCT3/4 y Nanog fueron mas altos en CMPD. Este resultado se
puede atribuir a que ellos analizaron la muestra por citometria de flujo y RT-PCR
luego de realizar cultivos, a diferencia del presente estudio en el cual las células
fueron analizadas después de ser aisladas directamente de la pulpa dental.

Jang et al. compararon tres métodos de aislamiento de células madre de la pulpa
dental, por disgregacién enzimatica, explante y combinacion de ambas. Utilizaron
los marcadores CD105, CD90, CD73, CD45 y CD34 para la citometria de flujo.
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Como resultado los porcentajes por disgregacion enzimatica presentaron menor
valor, CD105 se expresé en 80.5% y CD73 en 98.3%, excepto el marcador CD90
siendo el mas alto porcentaje 97.8% entre los tres métodos*®. Valores que son
mayores en comparacion a la presente tesis y que puede deberse a que ellos
realizaron cultivos para analizar las células madre aisladas. En el presente estudio
se utilizé colagenasa y dispasa para separar toda la poblacién celular de la pulpa
dental, de acuerdo al protocolo de disgregacién enzimatica que utilizé Atari et al.
& Kraft et al.

Patil et al. evaluaron la caracterizacion fenotipica de las células madre la pulpa
dental, de la papila dental y del foliculo dental. Los marcadores que utilizaron
fueron CD90, CD73, CD34 y CD45. CD90 para las CMPD se expresd en 99.5% y
CD73 se expresd en 97.3%'2. A diferencia, en el presente estudio se utilizo los
marcadores CD90, CD34 y CD45, pero no presentaron un alto porcentaje. Puede
deberse a que ellos analizaron por citometria de flujo a las dos semanas de
cultivo luego de alcanzar una confluencia del 70%. En la presente investigacion se
analizé inmediatamente después de obtener la poblacién celular de la pulpa
dental.

Ponnaiyan et al. compararon el analisis fenotipico de las células madre de la
pulpa dental y del ligamento periodontal mediante los marcadores CD105, CD90,
CD34 y CD45. Para las CMPD, CD105 se expres6 en 23.2%, CD90 (99.5%),
CD34 (0.5%) y CD45 (0.05%) 4. Estos resultados coinciden con la presente
investigacién al utilizar la misma fuente, la pulpa dental, por la baja expresién del
marcador CD105, que expresé 21.59%. Puede ser debido al origen
ectomesenquimal propio de la pieza dental.

Asimismo, Ponnaiyan et al. en un estudio posterior analizaron el fenotipo de
células madre de la pulpa dental y células madre de la médula ésea. Utilizaron los
marcadores CD29, CD90, CD105, CD34 y CD45 para citometria de flujo y para
confirmar la capacidad de diferenciacién adipogénica y osteogénica utilizaron RT-
PCR. CD90 y CD29 tuvieron un alto porcentaje >90 %, mientras que CD105
expresd un nivel bajo, 34.59% para CMPD''. Teniendo como base estudios
anteriores, el marcador CD105 se expresa, aunque en niveles muy bajos en
células progenitoras hematopoyéticas, por lo tanto, se asocia a la hematopoyesis
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junto a la migracion celular''. Estos hallazgos coinciden con el presente estudio
que se encontré un bajo nivel del marcador CD105. Se ha reportado que las
células madre del tejido adiposo al ser recientemente aisladas expresan niveles
bajos del marcador CD105, pero con los pasajes de cultivo el porcentaje se
vuelve mas alto?. Esto podria explicar el bajo nivel hallado en las células aisladas

de la pulpa dental de esta tesis.

Los resultados demuestran que la poblacion celular de la pulpa dental humana
expresa los marcadores requeridos por el SITC evidenciando asi que la poblacién
celular de la pulpa dental presenta un alto nivel de expresion de
multipotencialidad.

Los avances in vitro que se han desarrollado en base a células de la pulpa dental
humana han sido favorables. Una ventaja de las células madre adultas es su
sencilla obtencion. Estas son una fuente accesible de CMPD vy al ser autélogas no
causaran una respuesta inmunolégica indeseable cuando se utilicen a nivel

clinico.

Una adecuada fuente celular de células madre mesenquimales va a favorecer el
efecto de una buena terapia a nivel clinico. Las terceras molares son una buena
eleccion debido a que es alto su porcentaje de extraccion, siendo estas
descartadas. El hecho de poseer la pulpa mas joven hace que sean consideradas
células mas indiferenciadas. Asi es que son una fuente abundante de células

adultas y se tiene un futuro prometedor para la medicina regenerativa.

Se requieren mas investigaciones in vivo para comprender sus caracteristicas,
esto favorecera a los futuros estudios para elegir la fuente de células madre mas
adecuada para las aplicaciones clinicas en el futuro. De esta manera se busca
abrir una nueva linea de investigacion en el Perud, siendo a nuestro conocimiento
el primer estudio realizado en nuestro pais sobre el tema de células madre de
origen dental. Sin embargo, se requiere agregar mas pruebas como PCR e
Inmunocitoquimica para una mejor determinacion de células madre de la pulpa

dental humana.
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VI CONCLUSIONES

Acorde a los resultados que se obtuvieron en el presente estudio, se concluy6

que:

1.

N o ok D

Segun el protocolo utilizado la expresion de CD90 positiva fue intermedia para
identificacion de células madre.
La expresion del marcador CD105 para células madre fue positiva baja.
La expresion del marcador CD34 fue negativa.
La expresion del marcador CD45 fue negativa.
La expresion del marcador CD11b fue negativa.
La expresion del marcador CD3 fue negativa.
La poblaciéon celular de la pulpa dental humana presenta expresién de
multipotencialidad.

VIl RECOMENDACIONES

e Se sugiere realizar investigaciones con mayores caracteristicas

poblacionales para asi obtener una mayor precision en los resultados.

e Realizar investigaciones que complementen los resultados como PCR e

inmunocitoquimica.

e Utilizar el método de cultivos para siguientes investigaciones en la rama

dental.

e Realizar el mismo estudio, pero comparando con otras fuentes de origen

dental de células madre para ver su expresion frente a los marcadores.
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ANEXO N°1: MATRIZ DE CONSISTENCIA
TiTULO:
PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS MARCO TEORICO METODOLOGIA
General General General Bases Teoricas Diseiio Metodolégico

Determinar la expresion de
multipotencialidad de la
poblacién celular de la pulpa
dental.

La poblacion celular de la
pulpa dental presenta un alto
nivel de expresion de
multipotencialidad.

Especificos

Especificas

Determinar el porcentaje en
la expresion positiva de los
marcadores de células
mesenquimales.

La poblacién celular de la
pulpa dental presenta
expresion de
multipotencialidad.

Determinar el porcentaje en
la expresidbn negativa del
marcador de células
hematopoyéticas.

La poblacién celular de la
pulpa dental no presenta
expresion de
multipotencialidad.

La multipotencia es la
capacidad de una célula
madre en diferenciarse
en multiples tipos de
células  especializadas
funcionalmente maduras.
Para el estudio referente
a células madre, se
utilizan marcadores
multipotenciales  como
CD90, CD105, CD45,
CD34, CD11b, CDs3,
CD117 para el andlisis
de citometria de flujo.
Dentro de la literatura
clasificamos a las células
madre: embrionaria,
adulta e inducida. Siendo
la mejor candidata la
célula adulta debido a
sus caracteristicas
biolégicas, dentro de

Transversal
Descriptivo

Prospectivo

Diseno Muestral

Muestreo Probabilistico

Técnica de Recoleccion de
Datos

Observacion

Variables
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esta clasificacion
encontramos a las
células madre
hematopoyéticas y
mesenquimales’®. A las
células madre
mesenquimales se les
considera  precursoras
multipotentes debido a
su capacidad por
diferenciarse en
osteoblastos, adipocitos
y condrocitos in vitro. Se
ha demostrado que a
pesar de aislarse vy
expandirse luego de los
diferentes pasajes en los
medios de cultivo no
pierden su capacidad
mesenquimal

multipotente,

convirtiéndolas asi en
unas células con alto

potencial para
desarrollar
investigaciones en

medicina regenerativa.

Independiente:  poblacion
celular de la pulpa dental
humana.

Dependiente: expresion de
multipotencialidad.

Intervinientes: edad.
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ANEXO N°1: CONSENTIMIENTO DE DONACION

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Institucion: Facultad de Odontologia de la Universidad de San Martin de Porres.
Proyecto: Multipotencialidad de la poblacion celular de la pulpa dental humana
mediante citometria de flujo.

Responsable del proyecto: Maritza Yovana Alcala Benites.

Por medio del presente documento hago constar que acepto voluntariamente mi
participacion en el estudio titulado “Multipotencialidad de la poblacién celular
de la pulpa dental humana mediante citometria de flujo” a cargo de la
investigadora Maritza Yovana Alcala Benites, bachiller de la Facultad de
Odontologia-Universidad de San Martin de Porres. El diente que doy mi
consentimiento a extraer es la(s) pieza(s) , Se me ha explicado
clara y suficientemente el propésito del estudio el cual es obtener células de los
dientes. Comprendo que el procedimiento consistird en utilizar la pulpa de mi(s)
diente(s) y analizarla(s).

Se me ha explicado y he comprendido con claridad que los procedimientos
pueden representar algun tipo de riesgo para mi o molestia y ademas puede
haber posibilidad de eventos inesperados durante el estudio a pesar que se
realizaran usando instrumentos estériles materiales desechables y por personal
calificado. También existe la posibilidad de no alivio o empeoramiento de los
sintomas de la patologia en estudio.

Se me ha aclarado que mi participacion en el estudio no me ocasionara ningun
tipo de gasto.

Que sobre la informacion proporcionada se tomard medidas para proteger la
confidencialidad y solo con fines estadisticos — cientificos, que en ningun caso se
publicarda mi identidad. Sé también que el examen o procedimiento de recoleccion
de mi diente que se realizara sera de beneficio para mi, ya que sera agregado a
mi historia clinica sin costo.

Para cualquier consulta o reclamo lo hard a los investigadores: Yovana Alcaléa
Benites, teléfono: 954122104 y Dra. Esperanza Raquel Aydn, con direccion Av.
Las Calandrias 151, 291 — Santa Anita, Lima, teléfono 3620064 Anexo 3391 y Dr.
Juvenal Lihon Sanchez, presidente del Comité de ética en Investigacion de FO-
USMP, con direccién Av. San Luis 1267-Telefono 999660102.

Firmo este documento habiendo sido antes informado que puedo retirarme del
estudio en cualquier momento sin que ello acarree sanciéon o perdida de los
beneficios del cuidado por el profesional investigador.
Apellidos y nombres:

DNI: Firma: ................
Apellidos y nombres del testigo: ...................

DNI: e, Firma: ..................
Lima,...cccooevvvinnnnn. de............. de 2018.
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ANEXO N°2: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Marcadores de Doble
Multipotencialidad tincion
Muestra | Edad | CD90 CD105 |CD3 |CD11b | CD45 |CD34 | CD117 | CD90/
CD105
1. 28a 66.21% | 10% 0% 0% 0% 0% 0% 3.97%
2. 28a 57.25% | 21.59% | 0% 0% 0% 0% 0% 2.58%
3. 23a 64.79% | 52.70% | 0% 0% 0% 0% 0% 57.25%
4. 22a 61.12% |2.69% |0% 0% 0% 0% 0% 2.69%
N° Coloracion 7-AAD
Numero de células Viabilidad
1.
2.97x10° 88.41%
2.
2.47x104 77.11%
3.
2.04x104 96.41%
4, 7.2x108 94.74%
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