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RESUMEN

El presente articulo revisa el estado actual de la investi-
gacion con células madre de pulpa dental (DPSC) en apli-
caciones extraorales para medicina regenerativa. Desde
su identificacion en el afio 2000, estas células madre me-
senquimales adultas han destacado por sus interesantes
propiedades, como son la capacidad de diferenciacion y
de proliferacién, que las confiere un gran potencial en me-
dicina regenerativa. En esta primera parte se revisan las
investigaciones con DPSC para regeneracion neuronal y
neural, regeneracion cardiaca, diabetes y regeneracion de
glandulas salivares.

Palabras clave: Célula madre de pulpa dental, aplicacio-
nes terapéuticas extraorales, medicina regenerativa, re-
generacion neuronal, regeneracion cardiaca, diabetes, re-
generacion de glandulas salivales.

INTRODUCCION

Las células madre son células con capacidad de diferen-
ciacién a otras estirpes celulares y con capacidad de au-
to-renovacion, pudiéndose dividir y multiplicar conservan-
do su estado de indiferenciacion. En el afno 2000 (1) se
identifico en la pulpa dental de los dientes temporales y
de los definitivos la presencia de células madre, profun-
dizando desde ese momento en el estudio de las propie-
dades y posibilidades de estas células.

Las células madre de pulpa dental (DPSC) son células ma-
dre mesenquimales adultas y tienen una gran capacidad de
diferenciacion, habiéndose aislado en la pulpa dental célu-
las multipotentes (2) capaces de diferenciarse a estirpes ce-
lulares de su misma capa embrionaria y células pluripoten-
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tes (3) capaces de diferenciarse a estirpes celulares de las
tres capas embrionarias. Asimismo, son células que se pue-
den expandir, consiguiendo hacerlas proliferar en nimero de
forma exponencial, sin perder su estado de indiferenciacion
y su condicién de célula madre (4). Este crecimiento se pue-
de conseguir en poco tiempo. De hecho las DPSC proliferan
mas rapido que las células madre de médula 6sea (5). Es-
tas dos propiedades, diferenciacién y proliferacion, les con-
fieren un gran potencial en medicina regenerativa.

Al ser células madre adultas no presentan problemas éti-
cos en su utilizacién, ni requieren de procedimientos invasi-
VOS para su obtencion, pudiendo ademas obtenerse varias
muestras y en varias ocasiones. Son células que soportan
los procesos de criopreservacion y descongelacion, mante-
niendo tras estos procesos unas altas tasas de superviven-
cia y conservando sus propiedades (6-8).

El objetivo del presente articulo es revisar el estado ac-
tual de la investigacion en aplicaciones extraorales de las
DPSC para posibles aplicaciones en medicina regenerativa.
Dado la extension de la revision, ésta se divide en dos par-
tes, que seran publicadas en ediciones consecutivas de GA-
CETA DENTAL.

REGENERACION NEURONAL Y NEURAL
Las DPSC tienen un origen embriolégico comun con las
del sistema nervioso en la cresta neural, por lo que algu-
nos autores las califican como las candidatas ideales pa-
ra la regeneracion neuronal (9), constituyendo mejor op-
cion que otros tipos de células madre para este tipo de
aplicaciones.

En estas patologias hacen falta grandes cantidades de



células madre para su tratamiento, y las DPSC poseen altas
tasas de proliferacién conservando su estado indiferencia-
do, mayores que las de las células madre de médula 6sea,
pudiéndose expandir in vitro en pocas semanas. Otra venta-
ja anadida frente a las de médula 6sea es que las DPSC se
pueden obtener de forma mucho mas atraumatica y sencilla,
hecho importante en pacientes con problemas neurolégicos
y/0 de salud graves. Al ser para uso autélogo (empleando las
células del propio paciente) no existe rechazo inmune, factor
ahadido a la buena regulacion inmunitaria de las DPSC en
este ambito, comparable o incluso mejor que las de médula
6sea (10). Segun Karao y cols. (11), las DPSC humanas po-
seen mejores propiedades como células madre para rege-
neracion neuronal que las de médula 6sea.

Las DPSC tienen una fuerte expresion de marcadores de
células neuronales y gliales (9), incluso en condiciones basa-
les, a la vez que una morfologia similar a una neurona, con
axones y procesos citoplasmaticos muy largos. Asimismo
muestran actividad eléctrica neuronal (12), por lo que esti-
muladas adecuadamente podrian constituir una fuente ex-
celente de obtencidn de células neuronales. En experimen-
tacion animal se ha observado que se integran y sobreviven
en el tejido neural del huésped, adoptando un fenotipo neu-
ral y promoviendo neurogénesis de novo (13).

Sus posibles aplicaciones terapéuticas en este ambito
estarian en patologias tales como el accidente cerebrovas-
cular isquémico, el traumatismo y seccion de médula espi-
nal y las enfermedades neurodegenerativas (9).

Las primeras publicaciones empleando DPSC en regene-
racion neural son para tratamiento de secciones de nervio
facial en ratas. Sasaki y cols. (14) investigan en 19 anima-
les la regeneracion de una seccion de 7 mm. de longitud de
este nervio, empleando un tubo de silicona que contenia un
gel de colageno impregnado con DPSC. A los 12 dias, las ra-
tas tratadas de esta manera habian regenerado los 7 mm.
de su nervio facial seccionado y conectado ambos extremos
seccionados, frente a los controles, en los que se les colocé
unicamente el gel de colageno dentro del tubo y tnicamen-
te se obtuvo un crecimiento parcial de tejido sin llegar a co-
nectar ambos extremos seccionados. Mediante pruebas de
fluorescencia, inmunofluorescencia y tinciones con diferen-
tes marcadores, los autores observaron que estos nervios
regenerados con DPSC contenian axones, vasos sanguineos,
células similares a células de Schwan, fibras mielinizadas y
neuronas motoras. Los resultados sugieren que estas DPSC
trasplantadas formaron vasos sanguineos y tejido mieliniza-
do, y que contribuyeron a promover la regeneracion nerviosa,
por lo que segun estos autores las DPSC son una fuente ce-
lular apropiada para la regeneracion de nervios periféricos.

En estudios recientes (15) se ha publicado la capacidad
de las DPSC de estimular la recuperacion locomotora tras
una seccion completa de la médula espinal en modelo ani-
mal. El equipo de investigacion de la Universidad de Nagoya
(Japdn), encabezado por el Dr Sakai, inyectaba en ratas con

la médula espinal completamente seccionada, 2.500.000
de DPSC en 2 localizaciones a 2 mm. de la lesién, asi como
100.000 DPSC en una matriz de fibrina rellenando la zona
de la seccion. A las cinco semanas observaron que las ra-
tas que recibieron DPSC eran capaces de moverse y andar.

«DESDE SU IDENTIFICACION EN EL

ANO 2000, LAS CELULAS MADRE DE
PULPA DENTAL (DPSC) -CELULAS
MESENQUIMALES ADULTAS- HAN
DESTACADO POR SUS INTERESANTES
PROPIEDADES, COMO SON LA CAPACIDAD
DE DIFERENCIACION Y DE PROLIFERACION,
LO QUE LAS CONFIERE UN GRAN
POTENCIAL EN MEDICINA REGENERATIVA»

Los autores afirman que esto es debido a mdiltiples meca-
nismos neuro-regenerativos atribuibles a las DPSC, inhibien-
do la apoptosis celular, preservando los filamentos neuro-
nales y las vainas de mielina, promoviendo la regeneracion
de los axones seccionados, reemplazando las células per-
didas y diferenciandose a oligodendrocitos en estas condi-
ciones tan adversas. Los resultados obtenidos indican que
las DPSC pueden proporcionar beneficios terapéuticos en el
tratamiento de la secciéon de médula espinal.

También se han estudiado las DPSC en el tratamiento de
infartos cerebrales en modelo animal (16), demostrando que
ayudan de forma significativa a la mejoria funcional en es-
tas patologias. El estudio se realizd en roedores a los que
se les efectuaba un trasplante intracerebral de DPSC huma-
nas a las 24 horas de haber sufrido isquemia cerebral focal.
A las cuatro semanas, los animales tratados con DPSC mos-
traron una mejora significativa neuroconductual global, asi
como una mayor recuperacion sensorial y motora de la pata
delantera afectada por el infarto cerebral, en comparacion
con los controles. También a las 4 semanas se observo que
las DPSC trasplantadas habian migrado hacia la zona infar-
tada, colaborando asi con esta mejoria. Este estudio propor-
ciona una evidencia pre-clinica de la eficacia terapéutica de
las DPSC para mejorar la recuperacion de las deficiencias
sensoriales y motoras post-infarto cerebral.

Otro estudio de reciente publicacion (17) evalu6 el efecto
de la inyeccion intraventricular de DPSC humanas en ratas
con encefalopatia hipéxico-isquémica (EHI) neonatal. Inves-
tigaron en una muestra de 36 ratas, a las que se les indu-
jo una EHI a los 7 dias de vida ligandoles la arteria carétida
izquierda. A los tres dias se inyectaron DPSC directamente
en el ventriculo lateral izquierdo de los animales del grupo
de estudio. Evaluaron todos los animales a los 45 dias de
vida, encontrando mejorias significativas en todas las prue-
bas de comportamiento de las ratas tratadas con DPSC fren-
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te a las no tratadas. Ademas, las DPSC eran visibles en la
zona que se habian inyectado y en el cértex izquierdo, a la
vez que mostraban inmunotincién positiva para marcadores
neuronales y gliales. Estas tinciones se vieron claramente
disminuidas en el grupo de control en comparacion al grupo
tratado con DPSC. Los autores concluyen que la inyeccion
intraventricular de DPSC humanas mejora la encefalopatia
hipéxico-isquémica en ratas neonatales, por lo que se abre
una via de investigacion de futuras aplicaciones terapéuti-
cas de las DPSC en el ambito de la regeneracién neuronal y
de infartos y danos cerebrales.

Es evidente que estas investigaciones mencionadas son
los primeros estudios in vivo en modelo animal de aplicaciones
de DPSC en regeneracion neuronal y neural. Son trabajos con
muestras limitadas y seria importante poder continuar profun-
dizando en estas investigaciones para determinar las dosis
de DPSC necesarias, los efectos de estas células sobre las
diversas patologias, asi como la duracion a largo plazo de di-
chos beneficios clinicos. Todas las investigaciones revisadas

coinciden en el amplio potencial de las DPSC en regeneracion
neuronal y neural, y en los resultados positivos que se estan
obteniendo en animales en diferentes patologias neurales.

REGENERACION CARDIACA
Las DPSC tienen su area de aplicaciéon en regeneracion car-
diaca. El equipo de investigacién de la Unidad de Cardio-re-
generacion del Centro de Investigacion Principe Felipe de
Valencia publicé un estudio (18) en el que evaluaban la efi-
cacia de las DPSC en la terapia celular del infarto agudo
de miocardio en modelo animal. Estos autores selecciona-
ron las DPSC frente a las células madre de médula 6sea
por su mayor capacidad de auto-renovacion, de prolifera-
cién in vitro, asi como por su capacidad inmunomodulato-
ria. También es importante, segln los autores, la capaci-
dad de las DPSC de segregar factores de crecimiento (VEGF,
IGF-1, IGF-2, SCF, GCSF) que realizan acciones proangiogé-
nicas, antiapoptéticas y cardioprotectoras.

En el estudio realizaban una inyeccion intramiocardica de
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Figura 1. Efectos a las cuatro semanas del trasplante
de DPSC en el area infartada. (A) Secciones cardiacas
representativas de ratas con infarto de miocardio que
recibieron solucién salina o trasplante de DPSC. Reduc-
cion del area infartada en ratas tratadas con DPSC y
aumento del tejido cicatricial en los controles a los que
se inyecto solucion salina. (B) Secciones finas de la pa-
red ventricular izquierda. Incremento en el grosor de la
pared en los casos trasplantados con DPSC. Diferencia
estadisticamente significativa. Reproducido con permi-
so de Gandia (18).

M Cardiomyocyte bundles
W Blood vessels
B Fibrotic tissue

Figura 2. Organizacion de los tejidos cardiacos en la zona peri-
infartada. (A, B): Secciones ultrafinas representativas de las
paredes ventriculares izquierdas en la zona peri-infartada de un
animal de control (A) y de uno tratado con DPSC (B), respectiva-
mente. Fotomontaje de microfotografias electronicas. Marcaje
con colores diferentes de los contornos de los diferentes tipos
celulares. Reproducido con permiso de Gandia (18).

256 | MARZO 2016




Por mas de 25 anos, profesionales implantélogos de todo el mundo han
elegido cada dia los innovadores productos de Alpha-Bio Tec en las areas de
implantes dentales, prétesis, instrumentos quirdrgicos y biomateriales.
Visitenos en EXPODENTAL y descubra porque decimos que... simplificamos
laimplantologia.

Visitenos en
EXPODENTAL

Pabellon 9, stand 2G0O3

Distribuidores autorizados

/AlphaBio.. MEDJCAL1O

Simplantology
+34-951-106-050
info@medical10.net
www.alpha-bio.net www.medical10.net

& sanhigia

+34-976-179-346
jsenarsancho@sanhigia.com
www.sanhigia.com



GD

[+D+i

172

Figura 3. (C) Infiltracion intraperitoneal de estreptomicina (STZ) en ratones sanos para convertirlos
en ratones diabéticos. (D) Lavado de las capsulas previo al trasplante. (E) Capsulas con grupos de
células similares a islotes de pancreas generadas a partir de células madre de pulpa dental, pre-
paradas para el trasplante. (F) Raton diabético anestesiado preparado para trasplante de las cap-
sulas. (G) Comparacion de niveles de glucosa en orina de ratones normales y diabéticos. Diferencia
de color en tiras de analisis de orina. Reproducido con permiso de Kanafi (22).
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Figura 4. Comparacién de niveles de glucosa en sangre (A) y de peso corporal (B) en ratones normales, diabéticos, dia-
béticos trasplantados con capsulas vacias y diabéticos trasplantados con capsulas con grupos de células diferenciadas
de células madre de pulpa dental. Reproducido con permiso de Kanafi (22).

1.500.000 de DPSC en ratas a los 7 dias de haberles indu-
cido un infarto agudo de miocardio, frente a una inyeccién
salina a los animales empleados como control. Tras cuatro
semanas, en la evaluacion encontraron una mejoria en la
funcion cardiaca de los animales tratados con terapia celu-
lar con DPSC frente a los controles, con una reduccién del
tamano del area infartada y un incremento en el grosor de
la pared cardiaca (figura 1). Asimismo se evidencié un in-
cremento del ndmero de capilares, un aumento de paque-
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tes de cardiomiocitos y una mayor proliferacion de miofibro-
blastos (figura 2).

Todos estos hallazgos significaron una mejoria en la fun-
cion del ventriculo izquierdo, por lo que los autores afirman que
las DPSC podrian ser una nueva alternativa para la reparacion
cardiaca, al menos en casos de infarto agudo de miocardio.

DIABETES

La diabetes es una enfermedad compleja, con alta inci-
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dencia a nivel mundial, y con posibilidad de tratamientos
avanzados, pero con pocas posibilidades de curacion. Pa-
ra cambiar esta realidad, desde hace anos se esta inves-
tigando el uso de células madre adultas como fuente po-
tencial de células pancreaticas. Existen varios grupos de
investigacion (19, 20) que han conseguido la diferencia-
cion de DPSC a células pancreaticas secretoras de insu-
linay recientemente estan apareciendo publicaciones re-
lacionadas con diabetes en las que se emplean DPSC,
obteniendo resultados prometedores en ensayos in vitro
e in vivo en modelo animal.

Carnevale y cols. (21) proponeny evalian un sencillo pro-
tocolo de diferenciacion de DPSC a células secretoras de in-
sulina. Los autores observan, tras 21 dias de cultivo de las
DPSC, que éstas ya tienen estructuras similares a los islotes
de pancreas. Ademas, mediante diferentes pruebas, mues-
tran que las células diferenciadas a partir de células madre
dentales son capaces de secretar insulina. Este estudio co-
rrobora los resultados de publicaciones anteriores y mues-
tra la capacidad de las DPSC de poder diferenciarse a cé-
lulas productoras de insulina, convirtiéndose en una buena
fuente celular con potencial en el tratamiento de la diabetes.

Como se ha mencionado, una de las lineas de investiga-
cion del tratamiento de la diabetes se basa en la utilizacién
de células madre adultas, ya que para dicho tratamiento es
necesario un nimero elevado de células capaces de generar
de forma fisiol6gica células productoras de insulina. En este

sentido avanzan las investigaciones en modelo animal de Ka-
nafiy cols. (22), en el que comparan el rendimiento de grupos
de células similares a islotes de pancreas generadas a partir
de células madre de pulpa dental de dientes de leche (SHED)
y de dientes adultos (DPSC). Estas agrupaciones celulares se
colocaron en macro-capsulas biocompatibles y se trasplanta-
ron en ratones con diabetes (figura 3). Entre los hallazgos de
este estudio cabe destacar que los ratones trasplantados con
células madre dentales recuperaron su nivel normal de gluco-
sa en 3-4 dias, siendo ésta conservada durante mas de 60
dias (figura 4). Obtuvieron mejores resultados con células de
dientes de leche que con las de dientes adultos.

Estos resultados son prometedores y demuestran, por
vez primera, que las células madre de pulpa dental de dien-
tes de leche son capaces de revertir la diabetes in vivo en ra-
tones. Los autores concluyen que las células madre de pul-
pa dental son una fuente celular autéloga accesible, libre de
debates éticos, no invasiva y sencilla de obtener, para poder-
las utilizar en terapia celular en el tratamiento de diabetes.

REGENERACION DE GLANDULAS
SALIVALES

El tratamiento de la patologia hipofuncional de las glandu-
las salivales es otro de los campos donde las DPSC estan
siendo investigadas con buenos resultados, considerando-
las una buena alternativa terapéutica. La xerostomia o bo-
ca seca es debida a una reduccion funcional de las glandu-

H&E staining

HSG alone

HSG+DPSC

Figura 5. Células madre de glandula
salivar (HSG) vs HSG co-trasplantadas
con DPSC. En tincidn con H&E las HSG
(A-C) mostraban células inmaduras
compatibles con células cancerosas,
mientras que las HSG+DPSC (D-F)
mostraron estructuras glandulares
con estructuras acinares y ductales. En
tincion PAS se hallaron algunas células
aisladas positivas (en rosa) en los ca-
sos trasplantados con HSG (G-1), mien-
tras que en los casos trasplantados
con HSG+DPSC (J-L) se encontraron
grupos PAS-positivas compatibles con

HSG alone

HSG+DPSC

estructuras acinares y PAS-negativas

compatibles con estructuras ductales.
Reproducido con permiso de Janebo-

din (23).
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las salivales, bien por Sindrome de Sjogren, por radioterapia
para tratamiento de cancer de cabeza y cuello, por farma-
cos o por la edad, haciendo que los pacientes tengan difi-
cultades al tragar y hablar, a la vez que pueden causar en-

«EN ESTA PRIMERA PARTE SE HAN
REVISADO LAS PROPIEDADES DE LAS
DPSC, QUE LAS CONVIERTEN EN UNA
INTERESANTE FUENTE DE CELULAS MADRE
ADULTAS PARA TERAPIA CELULARY
MEDICINA REGENERATIVA»

fermedades dentales como la caries. En la Universidad de
Washington se han investigado en ratas los efectos de ana-
dir o no DPSC a células madre de glandulas salivales (HSG)
en un hidrogel de acido hialurénico (23).

En el grupo tratado con DPSC + HSG (1 millén de células
madre de cada tipo) hallaron una mayor expresién de marca-
dores mesenquimales, endoteliales, neuronales, angiogéni-
cos y de diferenciacion a glandula salival madura. Asimismo
encontraron estructuras hacinares y ductales con abundan-
te vascularizacion y mas maduras (figura 5). Todos estos
resultados indican que las DPSC apoyan y refuerzan la dife-
renciacion de las HSG a tejido de glandula salivar funcional.
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Los autores concluyen que las DPSC tienen potencial en te-
rapia celular como inductoras mesenquimales en regenera-
cion, reparacion e ingenieria tisular glandular.

CONCLUSIONES
En esta primera parte se han revisado las propiedades
de las DPSC, que las convierten en una interesante fuen-
te de células madre adultas para terapia celular y medi-
cina regenerativa. También se ha profundizado en lo que
se estd estudiando en lineas de investigacion para dife-
rentes aplicaciones terapéuticas in vivo, en modelo ani-
mal, en los que es constante la obtencién de buenos re-
sultados en los casos trasplantados con DPSC frente a los
controles. Es evidente que son necesarios estudios con
mayor nimero de muestras, investigando en profundidad
los mecanismos de actuacion, las dosis terapéuticas, las
matrices para vehiculizar estas células y todas las varia-
bles que puedan influir en los resultados. Si estos estu-
dios en animales siguieran obteniendo estos resultados
favorables, el siguiente paso seria la investigacion en hu-
manos para verificar si los resultados obtenidos en mo-
delo animal son reproducibles y seguros en las personas.
En la segunda parte de este articulo se revisaran las in-
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