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RESUMEN

El presente articulo revisa el estado actual de la investiga-
cién con células madre de pulpa dental (DPSC) en aplica-
ciones extraorales para medicina regenerativa. Desde su
identificacion en el afio 2000, estas células madre mesen-
quimales adultas han destacado por sus interesantes pro-
piedades, como son la capacidad de diferenciacién y de pro-
liferacién, que les confieren un gran potencial en medicina
regenerativa. En la primera parte se revisaron las investiga-
ciones con DPSC para regeneracion neuronal y neural, re-
generacion cardiaca, diabetes y regeneracion de glandulas
salivares. En esta segunda parte se revisan las investiga-
ciones con DPSC para reconstruccion de cérnea, tratamien-
to de distrofias musculares, regeneracién ésea, angiogéne-
sis y tratamiento de trastornos autoinmunes.

Palabras clave: Célula madre de pulpa dental, aplicaciones
terapéuticas extraorales, medicina regenerativa, reconstruc-
cién de cornea, distrofias musculares, regeneracion ésea,
angiogénesis, enfermedades autoinmunes.

INTRODUCCION
En la primera parte de esta revisién se analizaron los es-
tudios mas recientes en aplicaciones extraorales con cé-
lulas madre de pulpa dental (DPSC). Estas células madre
mesenquimales adultas tienen una gran capacidad de di-
ferenciacion y de proliferacién, lo que, unido al hecho de
que soportan los procesos de criopreservacion, las con-
vierten en posibles candidatas como fuente celular para
terapias celulares futuras.

En la primer parte se revisaron investigaciones en modelo
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animal con DPSC para regeneracion neuronal y neural, rege-
neracion cardiaca, diabetes y regeneracion de glandulas sa-
livares. En esta segunda parte de la revision se detallan in-
vestigaciones acerca de otras aplicaciones extraorales con
DPSC, tales como la reconstruccion de cérnea, el tratamien-
to de distrofias musculares, la regeneracion 6sea, la angiogé-
nesis y el tratamiento de trastornos autoinmunes.

RECONSTRUCCION CORNEA

Existen varios grupos de investigacion realizando con éxi-
to en animales reconstruccion de cérnea, ya que las DPSC
comparten caracteristicas con las células limbicas del epi-
telio corneal (1). Pereira y cols. (2) evaluaron en conejos el
tratamiento del déficit total de células madre del limbo con
una matriz celular generada in vitro compuesta por DPSC
humanas inmaduras. A los 3 meses evidenciaron una me-
jora en la transparencia corneal de los casos tratados con
DPSC frente a una total conjuntivalizacion y opacificacion
de las corneas de los controles, con menor vascularizacion.
Estos datos clinicos fueron confirmados mediante estudio
histolégico en el que se observé un epitelio corneal sano
uniforme en los casos tratados con DPSC. También en es-
tos casos se detect6 la presencia de anticuerpos antiDPSC
e inmunotincién con anticuerpos anti-humanos. En las coér-
neas de control no se encontraron ninguno de estos anti-
genos. Todos estos datos muestran que el trasplante de
matrices con DPSC obtenidas por ingenieria tisular es ca-
paz de reconstruir el epitelio corneal en modelo animal, pro-
porcionando, segun opinién de los autores, una alternativa
vélida en este campo de la oftalmologia con implicaciones
clinicas importantes.



DISTROFIAS MUSCULARES

Otra area de investigacion con DPSC es su aplicacion
terapéutica en casos de distrofias musculares. Asi, por
ejemplo, la Dra. Kerkis y su equipo (3) han investigado su
utilizacién en casos de distrofia muscular progresiva en
modelo animal. A estos perros

se les administré por via intra-

endoteliocitos (figura 2) (6). De esta manera se consigue
in vivo una integracién completa de los vasos sanguineos
dentro de los chips de hueso, lo que lleva a la formacién
de tejido 6seo vascularizado (7). Este tejido 6seo se llegd
a convertir en hueso adulto, manteniendo ademas las di-

mensiones originales ya

que no se reabsorbe du-

venosa 60.000.000 de DPSC
criopreservadas, observando
en las sucesivas evaluaciones
una ausencia de rechazo inmu-
ne, a la vez que una integra-
cion de las DPSC en los muscu-
los de los animales tratados.
También se observd una dis-
minucién en la progresion del
proceso distréfico frente a los
controles, a lavez que una me-
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rante este proceso (8).
También, en relacién
con la regeneracion 6sea
con DPSC, cabe destacar
el estudio del mismo gru-
po italiano (9) en el que
emplearon DPSC junto
a una matriz de espon-
ja de colageno para rege-
neracién 6sea en huma-
nos. La investigacion se

joria en la situacién clinica en
relacion a la movilidad, el tono
postural, poder estar de pie y
saltar barreras. Segun los autores, estos hallazgos abren
importantes vias para futuras investigaciones con DPSC
en distrofias musculares.

REGENERACION OSEA

Las DPSC pueden sobrevivir por largos periodos de tiem-
po, habiéndose observado que hasta 80 pases de placa
no hay signos de senectud (4,5). Ya en 2007 el equipo del
Dr. D"Aquino demostré que las DPSC tras mdltiples pases
siguen mostrando plasticidad y capacidad de formacion
de nédulos que, a su vez, pueden formar chips de hueso
in vitro (figura 1) (6). Estos autores denominan este tejido
6seo LAB (Living Autologous Bone) y observan que se re-
modela hueso lamelar al trasplantarlo en ratas (4,5), de-
bido a la co-diferenciacion de las DPSC en osteoblastos y

realizé en pacientes con
reabsorcion de la cresta
alveolar distal al segundo
molar inferior debido a la impactacién del tercer molar, lo que
generaba un defecto sin paredes de, al menos 1,5 cm de al-
tura, que no permitia la reparaciéon 6sea espontanea tras la
exodoncia del tercer molar. Se extrajeron los terceros mola-
res superiores y se aislaron y cultivaron sus DPSC. Se relle-
naron en el mismo acto quirdrgico los defectos 6seos post-
extraccion de los terceros molares inferiores con matrices
de esponja de colageno impregnadas en unas 50.000 DPSC
en un lado, y esponjas de colageno sin DPSC en el lado de
control. A los 3 meses el lado tratado con el injerto autélogo
de DPSC y colageno mostré reparacion vertical 6ptima (6,2
mm frente a 4,4 mm). Las observaciones histolégicas a los
3 meses mostraron claramente una regeneracién 6sea com-
pleta en la zona tratada con DPSC, con un hueso bien orga-
nizado, bien vascularizado y con una estructura lamelar ro-

Figura 1. Noédulos de Living autologous bone (LAB). (A) Nédulo cal-
cificado dentro de DPSC cultivadas durante 40 dias. Magnificacion
original x100. (B) Chip de Living autologous bone (LAB) obtenido tras
60 dias de cultivo de las DPSC. Reproducido con permiso de d’Aquino
().

Figura 2. Resultados del trasplante in

vivo. Muestra de hueso obtenida. Tincion
con hematoxilina-eosina. Magnificacion
original x100. Reproducido con permiso de
d’Aquino (6).
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Figura 3. Radiografias representativas de fémur de rata a los 28 y 56 dias tras la cirugia, comparando el grupo de control, el grupo
tratado con matriz de colageno, y el grupo tratado con matriz de colageno+DPSC. (A) A los 28 dias después de la cirugia, no habia
callos de unién en el primer y segundo grupo, mientras que el grupo tratado con DPSC mostraba una unidn incompleta. (B) A los
56 dias tras la cirugia, los dos primeros grupos no mostraban zonas de unidn, y unicamente el grupo tratado con DPSC mostraba

unién ésea de los fragmentos. Reproducido con permiso de Kawai (11).

deada de canales haversianos frente a un hueso inmaduro,
incompleto y con evidencias de reabsorcién 6sea en el lado
de control. Este estudio es el primero en mostrar la regene-
racion 6sea completa en humanos de defectos mandibula-
res mediante un biocomplejo de DPSC y matriz de colageno.

Recientemente se ha publicado la estabilidad y calidad
a los tres anos del hueso mandibular regenerado con DPSC
y esponjas de coldgeno en este mismo grupo de pacientes
(10). Para ello los autores utilizan procedimientos de eva-
luacién convencionales como el andlisis histolégico, asi co-
mo técnicas diagndsticas como la holotomografia y la radia-
cién sincrotrénica, que es mas sensible con las estructuras
de baja absorcion de radiacion. En la histologia encuentran
que a los tres anos el hueso regenerado en pacientes trata-
dos con DPSC esta bien estructurado y bien vascularizado.
En el diagnéstico por imagen, los autores encuentran que
el hueso regenerado con DPSC estaba compuesto de hue-
so compacto con buena vascularizacién, con mayor densi-
dad en su matriz que los casos de control, en los que en el
mismo paciente encontraba hueso alveolar esponjoso. Por
lo tanto, el hueso regenerado con DPSC que encuentran es
muy compacto, y completamente diferente del hueso alveolar
normal, ya que posee una gran estructura lamelar y ausen-
cia de estructura medular. Segun los autores, aunque este
hueso regenerado no sea de la calidad habitual de la man-
dibula, podria ser muy Util en algunas situaciones clinicas,
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ya que al ser mas compacto, podria incrementar la estabili-
dad de los implantes dentales, a la vez que mejorar la resis-
tencia a agentes mecanicos, fisicos, quimicos y farmacol6-
gicos (como, por ejemplo, los bifosfonatos). Como ejemplo,
en pacientes a avanzada edad, con mayor reabsorcion 6sea,
la presencia de hueso compacto otorgaria mas estabilidad
en esas zonas y podria conseguir unas condiciones locales
mas favorables al tratamiento con implantes.

También Kawai y cols. (11) obtienen buenos resultados
investigando la capacidad osteogénica de las DPSC. Implan-
tan DPSC con una matriz de coladgeno en fracturas de fémur
de ratas, comparando los resultados con un grupo de con-
trol en el que colocaban sé6lo una esponja de colagenoy con
otro grupo en el que dejaban cicatrizar la fractura por si mis-
ma. En el anélisis histolégico encontraron en los casos tra-
tados con DPSC y esponja de colageno un incremento sig-
nificativo en el nimero y tamaio de los osteoblastos, asi
como en las tasas de producciéon osteoide y de mineraliza-
cién, mientras que la tasa de reabsorcion 6sea disminuyo.
El trasplante de DPSC en estos animales consiguié promo-
ver la osteogénesis y la cicatrizacion de la fractura de for-
ma significativa (figura 3). Los autores concluyen afirman-
do que el trasplante de DPSC es un procedimiento sencillo
y seguro que puede ser beneficioso en terapias de regene-
racion 6sea en la practica clinica. Existen multiples investi-
gaciones que estudian la regeneracion 6sea conseguida con
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Figura 4. Las SHED frescas (SHED-Fresh) y criopreserva-

das (SHED-Cryo) son capaces de reparar defectos criticos
de calota craneal en ratones inmunocomprometidos, con
diferencias estadisticamente significativas frente a otros
grupos. Imagenes de micro-CT de las calotas de los ratones.
Imagenes craneales en la columna izquierda, sagitales en la
columna del medio e imagenes de la zona recuadrada en rojo
en la columna derecha. Control: grupo control (sin defecto).
CD: grupo con defecto craneal. CD+HA: grupo implantado
con HA/TCP. CD+HA+SHED-Fresh: grupo implantado con HA/
TCPy SHED frescas. CD+HA+SHED-Cryo: grupo implantado
con HA/TCP y SHED criopreservadas durante 2 anos. Repro-
ducido con permiso de Ma (12.).

DPSC en modelo animal, destacando entre ellas la de Ma y
cols. (12) por estudiar esta capacidad con DPSC criopreser-
vadas durante 2 afos. Realizan el estudio con células madre
de pulpa dental de dientes temporales (SHED), dividiendo las
células obtenidas de cada diente en dos partes iguales, y pro-
cediendo a realizar las pruebas de regeneracion ésea en ca-
lota craneal de ratones con SHED frescas y la misma prueba
con SHED criopreservadas durante 2 anos. Ambos grupos de
SHED (tanto frescas como criopreservadas), mezcladas con
hidroxiapatita, consiguieron regenerar los defectos craneales
con resultados similares y claramente superiores a los con-
troles o a los grupos en los que se empled Unicamente una
matriz (figura 4).

ANGIOGENESIS
La angiogénesis es un proceso clave en ingenieria tisular,
ya que para conseguir buenos resultados en este ambito
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hace falta aporte de oxigeno y de nutrientes a las células
implantandas o trasplantadas. Si no existe una rapida for-
macion vascular hacia el tejido trasplantado, éste se ne-
crosara (13). Asi pues, ademas de conocer acerca de su
capacidad de diferenciacion, auto-renovacion y prolifera-
cion, es muy importante saber si las DPSC poseen la ca-
pacidad de inducir angiogénesis, para saber si son bue-
nas candidatas para usarlas en ingenieria tisular.

Hasta ahora se conocia poco sobre la capacidad angio-
génica de las DPSC, si bien estudios recientes evalian este
aspecto y los mecanismos por los que las DPSC son capa-
ces de crear nuevos vasos sanguineos. Entre ellos, destaca
la investigacion de Bronckaers y cols. (14) en la que se es-
tudié esta capacidad angiogénica de las DPSC.

En sus resultados evidenciaron que las DPSC eran capa-
ces de producir factores proangiogénicos, tales como el fac-
tor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), la proteina qui-
mioatrayente de monocitos (MCP-1), el inhibidor del activador
del plasminégeno-1 (PAI-1) y la endostatina. Hallaron que las
DPSC no tenian influencia en la proliferacion de las células
endoteliales microvasculares humanas (HMEC-1), pero eran
capaces de inducir la migracién in vitro de estas HMEC-1.
Sin embargo, si que eran capaces de estimular la migraciéon
celular in vitro, activando las vias PI3K/AKT y MEK/ERK de
las células endoteliales.

Los autores también realizaron el ensayo en membra-
nas corioalantoideas de pollo (CAM), en que se mostré in vi-
vo que las DPSC son capaces de inducir la formacion de va-
sos sanguineos de modo significativo, siendo la secrecion
de las moléculas angiogénicas, anteriormente mencionadas,
la responsable de esta induccion (figura 5). Aunque antes
de cualquier posible aplicacion terapéutica se deben realizar
mas investigaciones, los resultados de este estudio indican
que estas células madre tienen una gran potencial clinico,
no sélo para su uso en ingenieria tisular, sino también pa-
ra el tratamiento de patologias relacionadas con una angio-
génesis inadecuada, como las heridas crénicas, accidentes
cerebrovasculares e infartos de miocardio (14).

También las células madre de pulpa dental de dientes
de leche (SHED) pueden llegar a tener una aplicacién en
ayudar y potenciar la cicatrizacién de las heridas. Nishino y
cols. (15) han demostrado que esta mejoria en la cicatriza-
cién de las heridas la consiguen promoviendo la re-epiteli-
zacion y mejorando la relacién con la matriz extracelular. Se-
gun los autores, los dientes de leche, considerados residuos
quirdrgicos, podrian ser un nuevo enfoque terapéutico para
el tratamiento de heridas y una nueva fuente celular para ci-
catrizacion de heridas.

Otros autores evaluan el trasplante de DPSC en modelo
animal, en ratones con isquemia de las extremidades poste-
riores, observando que en los casos tratados con DPSC en-
contraban un mayor flujo sanguineo y una mayor densidad
capilar comparadas con las de animales tratados con célu-
las madre de médula 6sea y tejido adiposo (16).
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Figura 5. Ensayo en membranas corioalantoideas de pollo (CAM). (A) En el noveno dia de desarrollo embrionario se colocaron
gotitas de matrigel con o sin 50.000 DPSC en la CAM de un embrién de pollo (flecha negra). A las 72 horas se tomaron imagenes.
(C) Gotita de matrigel empleada como control. (D) Gotita de matrigel con 50.000 DPSC. Las barras de escala blancas representan
1 mm. (E) Para evaluar la angiogénesis, se colocaron digitalmente alrededor de las gotas de matrigel dos circulos con un radio de
1,5y 2 mm. Se contaron (doble ciego) los vasos sanguineos que cruzaban estos circulos. (B) Las DPSC incrementaron significativa-
mente el niumero de capilares que cruzaban los dos circulos. El ensayo se repitié 4 veces con DPSC de 4 donantes diferentes para
obtener una base de datos de al menos 27 huevos individuales. Reproducido con permiso de Bronckaers (14).

ENFERMEDADES AUTOINMUNES
Se han investigado las células madre de médula 6sea pa-
ra tratar enfermedades autoinmunes tales como la enfer-
medad de injerto contra huésped (GVHD) (17), para mejo-
rar el sindrome de injerto tras trasplante de progenitores
hematopoyéticos (18), y el lupus eritematoso sistémico
(LES) (19). También mas recientemente se ha encontrado
que células madre mesenquimales derivadas de otros te-
jidos poseen funciones inmunomodulatorias (20, 21), lo
que supone una oportunidad de encontrar una fuente de
células madre mas eficaz y viable para terapias celulares.
Yamaza y cols. (22) estudian esta capacidad de regula-
cién de la respuesta inmune de las células madre obteni-
das de la pulpa dental de dientes de leche (SHED). Realizan
pruebas in vitro de andlisis de células madre, incluyendo ci-
tometria de flujo, diferenciacién inductiva, actividad de la te-
lomerasa, y andlisis Western Blot para evaluar la diferencia-
cién mutipotente de estas SHED. Asimismo, comprueban in
vivo en modelo animal la capacidad de regeneracion tisular
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de SHED implantadas y emplean el trasplante de estas cé-
lulas para tratar el lupus eritematoso sistémico (LES) indu-
cido en ratones.

En sus resultados encuentran que las SHED poseen ca-
pacidad de diferenciacién similar a otras células madre me-
senquimales. En relacion a sus propiedades inmunomodula-
torias, en comparacion con las de médula ésea, encontraron
que las SHED mostraban in vitro efectos superiores sobre la
inhibicién de las células colaboradoras Th17, asi como una
mejor regulacion en el ratio entre las células reguladoras Treg
y las colaboradoras Th17. Este indice es importante ya que
indica la funcién inmunomodulatoria de las SHED, las célu-
las Treg previenen la autoinmunidad y las células Th17 pro-
mueven la autoinmunidad y la inflamacién (23). En cuanto a
la capacidad de regulacion inmunitaria evidencian que las
SHED son capaces de revertir de forma eficaz in vivo las al-
teraciones asociadas al LES en ratones.

Este estudio aporta las primeras evidencias de que las
SHED poseen propiedades inmunitarias similares, o inclu-
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so mejores, a las observadas en las células madre de médu-
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CONCLUSIONES
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