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RESUMEN

Cuando se combinan entre si, las célu-
las madre, las matrices y los factores de
crecimiento tienen la capacidad de re-
generar un tejido, tal como el complejo
dentino-pulpar. La ingenieria tisular esta
adquiriendo cada vez mas importancia
en el campo de la endodoncia como una
alternativa a la obturacién clasica con gu-
tapercha. El objetivo de esta revision es
comparar los diferentes materiales que
actuarian como matrices disponibles en
la actualidad, asi como conocer el al-
cance del conocimiento sobre los facto-
res de crecimiento relacionados con la
regeneracion de la pulpa, sefialando las
principales limitaciones y elaborando un
protocolo para futuros procedimientos
regenerativos. Las matrices de colageno
han demostrado ser una opcién Optima,
ya que son biodegradables, pueden ser
autélogos y existe una alta disposicion. El
factor de crecimiento insulinico tipo 1y el
factor de crecimiento derivado de plaque-
tas han demostrado estar implicados en
la proliferacion celular. El factor de creci-
miento endotelial vascular es uno de los
mas importantes para la proliferacion de
la red vascular. El aislamiento celular y
los altos costos son los principales obsta-
culos. La combinacion de un andamio de
colageno, factor de crecimiento insulinico
tipo 1, factor de crecimiento derivado de
plaquetas, factor de crecimiento endote-
lial vascular y células madre de tejido pul-
par de dientes deciduos (SHEDSs) podria
dar buenos resultados en la regeneracion
de la pulpa dental.

PALABRAS CLAVE

Células madre; Tejido pulpar; Matriz; Fac-
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AN UPDATE ON PULP
REGENERATION IN
ENDODONTICS

ABSTRACT

When combined together, stem cells,
scaffolds and growth factors have the
ability of regenerating a whole tissue,
for example the dental-pulp complex.
Tissue engineering is getting more and
more importance in the endodontic field
as an alternative to the standard filling of
root canals with gutta-percha material.
The aim of this review is to compare
the different scaffold materials available
today, find out the extent of knowledge
about the growth factors related to pulp
regeneration, pointing out the main
limitations and devise a protocol for
future regenerative procedures. Collagen
scaffolds material have shown to be an
optimal choice as they are biodegradable,
can be autologous and are highly
available. Insulin-like growth factor 1
and platelet derived growth factor have
shown to be involved in cells proliferation.
Vascular endothelial growth factor is
one of the most important for vascular
network proliferation. Cells isolation and
high costs are the main obstacles. As a
conclusion, the combination of a collagen
scaffold, insulin-like growth factor 1,
platelet derived growth factor, vascular
endothelial growth factor and dental pulp
stem cells from deciduous teeth (SHEDS)
might give good outcomes in dental pulp
regeneration.

KEY WORDS

Stem cells; Pulp tissue; Scaffold; Growth
factor; Regeneration.
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INTRODUCCION

Recientemente, un numero creciente de estudios han es-
tado investigando el papel de las células madre en endo-
doncia®. Los procedimientos regenerativos combinados
con la ingenieria tisular han demostrado tener ventajas
respecto al uso de la gutapercha convencional. Un com-
plejo vital dentino-pulpar es esencial para mantener el
diente funcional y con buena estética.

A continuacion, se describiran los 3 principales campos
gue abarca la ingenieria tisular: células madre, matrices y
factores morfogenéticos /crecimiento* (Figura).

1. Las células madre

Las células madre tienen el potencial de dividirse de
manera innumerable para reponer aquellas células
perdidas. Este proceso de division permite la diferen-
ciacion y da lugar a células con alta especificidad. Es,
por ello, que esta terapia es cada vez mas popular v,
a dia de hoy, se considera que sus aplicaciones son
ilimitadas.

Una célula madre se caracteriza, principalmente, por
ser indiferenciada y por poder convertirse en especifica
de un 6rgano o con una funcién concreta, bajo condi-
ciones determinadas?.

2. Las matrices

La funcion de las matrices es hacer que las células
madre sean posicionadas y organizadas de una mane-
ra correcta. Para conseguir dicho objetivo es funda-
mental que éstas cumplan los siguientes requisitos,
como: biocompatibilidad, alta resistencia, degradacion
gradual, gran porosidad, capacidad de promover la dis-
tribucion y proliferacion celular y han de poder trans-
portar nutrientes, desechos y oxigeno®.

Los materiales de las matrices pueden dividirse en
naturales y sintéticos. Al primer grupo pertenecen el
colageno, derivados de la dentina, la sialoproteina
Osea, el hidrogel de alginato y el plasma rico en plaque-
tas. Entre los sintéticos se encuentran el acido polilac-
tico, acido poliglicélico, arginina, polietilenglicol, agaro-
sa, bio-cerdmica, titanio, quitosano, fosfato tricalcico,
caprolactona, hidroxiapatita y poliepsilon*2.

3. Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son los encargados de con-
trolar la actividad de las células madre: proliferacion,
diferenciacion y estimulacion para hacerlas producir
matriz mineralizada.

Hasta la fecha, los factores de crecimiento que se
han utilizado con éxito para la creacién de la estruc-
tura tridimensional son: los factores de crecimiento
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transformantes (TFGs), las proteinas morfogenéticas
osea (BMPs), los factores de crecimiento derivados de
plaquetas (PDGFs) y el factor de crecimiento similar a
la insulina (IGFs)*.

El objetivo de este trabajo ha sido realizar una revision
bibliografica con estudios “in vitro” e “in vivo” sobre el
conocimiento sobre la ingenieria de tejidos para la re-
generacioén pulpar como alternativa a la obturacion es-
tandar con gutapercha.

CELULAS MADRE

Hasta los Ultimos avances, se creia que solo habia dos cla-
ses de células madre: embrionarias y adultas (postnatal).
Actualmente se sabe que existe otro tipo conocido como
células madre pluripotentes inducidas (iPSCs). Estas Ul-
timas se crean a partir de células adultas sométicas, a
través de la introduccion de cuatro genes especificos que
codifican los factores de transcripcién para la conversion?.

Si focalizamos el tema de las células madre a nivel dental
se partiria de la idea de que éstas se derivan del blastocito
anterior a la implantacion. Este tipo de células son pluripo-
tentes, por lo que pueden diferenciarse en cada tipo celular
procedentes de las tres capas germinales (papila dental, el
saco y el 6rgano).

A pesar de sus ventajas, hay algunas cuestiones que han
limitado el nimero de estudios disponibles: el origen de
este tipo de células no se considera éticamente correcto?,
la alta tasa de transformacion teratogénica después de la
implantacion y el posible rechazo donante-huésped?.

Las células madre adultas son multipotentes y se pueden
obtener del cordén umbilical, médula 6sea, sangre (del

Leyenba De Las
aBreviarturas aue
abParecen en et 1TexTO

BMPs Proteinas morfogenéticas 6sea

DFPCs Células madre progenitoras del foliculo
dental

DPSCs Células madre de tejido pulpar

FGF Factores de crecimiento de fibroblastos

IGFs Factor de crecimiento similar a la insulina

iPSCs Células madre pluripotentes inducidas

MEC Matriz extracelular organizada

PDGEs Factores de crecimiento derivados de
plaguetas

PDLSCs | Células madre de ligamento periodontal

PRP Plasma rico en plaquetas

SCAPs Células madre de papila

SHEDs Células madre de dientes deciduos

TFGs Factores de crecimiento transformantes

VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular
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cordén umbilical y periférica), grasa corporal y tejido pul-
parl. Las células madre mesenquimales, que se derivan
de la médula ésea, han mostrado poseer el potencial de
convertirse en estructura dental?.

Dentro del diente es en el tejido pulpar donde se han ais-
lado varios tipos de células madre, que se describiran a
continuacion: de tejido pulpar (DPSCs), de diente deciduo
(SHEDs), de papila (SCAPs), de ligamento periodontal
(PDLSCs) y las progenitoras del foliculo dental (DFPCs).

Las DPSCs, también se conocen como células odonto-
blasticas, debido a su capacidad para secretar matriz den-
tinaria. De hecho, hay estudios “in vivo” muestran que las
DPSCs pueden formar estructuras parecidas a la pulpa
con una forma irregular cuando se recombinan con una
matriz biodegradable?®.

Las SHEDs provienen de la pulpa de los dientes deciduos
y muestran una alta plasticidad. “/n vivo”, las SHEDs se
han descrito como “mas inmaduras” porque son capaces
de diferenciarse mas que las DPSCs y de formar dentina 3.

Las SCAPs son una fuente muy inmadura de células
madre, con una mayor capacidad de regeneracion denti-
naria y duplicacion de la poblacion (in vivo)3.

Las PDLSCs han mostrado, “in vitro”, capacidad de trans-
formarse en células similares a cementoblastos, adipocitos
y células formadoras de colageno, e in vivo, en cemento y
estructura similar al ligamento periodontal®.

Las DFPCs pueden formar cementoblastos “in vitro”, y ce-
mento “in vivo”. También estas células pueden formar un
nuevo ligamento periodontal®.

MATRICES Y ANDAMIOS

La adhesion a los materiales del andamio es importante
para la migracién de las células. Ademas, la produccién
tanto de nuevos vasos sanguineos y conexiones nerviosas
tiene lugar gracias al material estructural.

La biocompatibilidad es otro requisito para los materiales
de los andamios, ya que cuanto mas biocompatibles sean,
menor es el riesgo de inflamacion y de rechazo. Los an-
damios no estan destinados a permanecer en el sitio de
manera indefinida y es por ello que la biodegradacion es
crucial*®.

Actualmente, existen en el mercado andamios de material
natural y sintético.

Materiales naturales

Los materiales naturales tienden a utilizarse debido a su
excelente biocompatibilidad. A continuacion, se describiran
los materiales mas empleados actualmente como son: el
colageno, el plasma rico en plaquetas (PRP), sialoprotei-
nas, derivados de la dentina y los hidrogeles de alginato.

El colageno es un material natural que se caracteriza por:
purificase facilmente, su degradacion puede regularse,
tiene propiedades de adhesién y es una de las proteinas
estructurales mas frecuentes en nuestro cuerpo. Al revisar
en la literatura el uso del colageno como andamio, Nasir y
cols.,® concluyeron que éste tiene una resistencia a la trac-
cién Optima y es capaz de crear una red para factores de
crecimiento. Un estudio realizado por Prescott y cols.,* en
ratones, demostrd que al usar la combinacion de DMP1,
andamio de colageno y DPSCs, se obtenia la formacion
de tejido organizado, nueva matriz de colageno, creacion
de fibroblastos y desarrollo completo de la red de vasos
sanguineos. Nevins y Cymerman’ realizaron un proceso
de revascularizacion con la aplicacion de un andamio de
colageno e hidroxiapatita en tres dientes inmaduros con
absceso periapical agudo, periodontitis apical asintomatica
y periodontitis apical sintomatica. Las radiografias posto-
peratorias mostraron que la radiolucidez periapical desa-
parecio y se observo radiopacidad en las zonas coronales
del espacio del conducto. Ademas, se produjo la elonga-
cion de la raiz.

El plasma rico en plaquetas (PRP) es otro tipo de andamio
natural que se extrae de la centrifugacion de una muestra
de sangre del paciente. Es por ello que el PRP se define
como autélogo, biocompatible y seguro. Destacan en la
literatura los dos trabajos de Jadhav y cols., que en 2012
realizaron un estudio en 20 pacientes con dientes anterio-
res inmaduros no vitales y los dividieron en dos grupos:
un grupo habia sido sometido a un proceso de revascu-
larizacion con PRP y el otro no. A estos pacientes se les
hizo un seguimiento, haciendo radiografias a los 6 y 12
meses. El grupo que habia sido sometido a tratamiento
adicional con PRP mostré mejor cicatrizacion periapical,
cierre apical y mayor engrosamiento de la pared dentina-
ria. Concluyeron que la suplementacion con PRP podria
ayudar a mejorar el proceso de revascularizacion®. En
2013 los mismos autores realizaron otra investigacion con
las mismas caracteristicas, pero solo en tres pacientes
con dientes anteriores inmaduros no vitales con periodon-
titis apical. Concluyeron que hubo una mejoria, pero que
no hubo diferencias significativas entre los grupos®. Estos
dos estudios, aun siendo de los mismos autores, se con-
tradicen, ya que el estudio realizado en 20128 concluy6
que la adicién del PRP al proceso de revascularizacion
era potencialmente eficaz.

Cuando se utilizan sialoproteinas 6seas como andamio, se
crea un denso estrato de dentina reparadora. Esta afirma-
cién se demostré en los estudios de Decup®® y Six™. Am-
bos emplearon los primeros molares superiores de ratas a
los cuales se les realizé la apertura cameral y, en el primer
caso, se implantd un portador con sialoproteinas 6seas y,
en el segundo, ademas de éstas se afadid proteina mor-
fogenética 6sea-7. Las conclusiones de ambas investiga-
ciones fueron que las sialoproteinas 6seas estimulaban la
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migracion y diferenciacion de las células que ayudaron en
la formacion de una matriz extracelular organizada (MEC).

Se ha comprobado que los andamios derivados de dentina
son capaces de regenerar tejido de tipo dentina cuando se
combinan con DPSCs “in vivo™?. Liu y cols.,*® investigaron
la combinacion de matriz de dentina desmineralizada con
DPSCs para lograr la formacion de tejido mineralizado.
La matriz de dentina tratada y DFPCs que se combinan
para la regeneracion de la dentina fueron estudiadas por
Guo y cols.,** en 2009. Ambos concluyeron que la union
de células madre y andamios dentinarios se puede utilizar
para la regeneracion de la dentina. Sin embargo, esto no
es suficiente porque no se menciona la formacion del tejido
pulpar.

Por Ultimo, los hidrogeles de alginato al poseer una com-
posicion similar a la MEC, han sido considerados para su
uso en ingenieria tisular. Cavalcanti y cols.,*® realizaron un
estudio sobre hidrogeles de alginato y su compatibilidad
con DPSCs y concluyeron que las DPSCs cultivados en

CELULAS MADRE

EMBRIONARIAS
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hidrogeles de alginato expresaban marcadores de diferen-
ciacion odontoblastica. Sin embargo, y a pesar de que su
forma gelatinosa los hace inyectables, hay algunas cues-
tiones relacionadas con el control del proceso de gelifica-
cion que, actualmente, hacen que se encuentren en con-
troversiat>17,

Materiales sintéticos

Las ventajas de los materiales sintéticos son mayor dispo-
nibilidad y una degradacion regulada por la estructura del
material. Su principal desventaja es su menor biocompa-
tibilidad.

Con respecto de la biocompatibilidad, Middleton y Tipton*®
sugieren que el proceso de degradacion de los materiales
sintéticos tales como los poliglicélidos, polilactidos y sus
copolimeros se produce por hidrélisis aleatoria. Esta situa-
cién ocasiona la pérdida de algunas de las propiedades
mecanicas de la matriz y, como consecuencia, la emision
de moléculas de diéxido de carbono, produciendo una lige-
ra inflamacion y la posible muerte celular®.

FACTORES DE

CRECIMIENTO

\

REGENERACION DE TEJIDOS

Figura. Componentes fundamentales para la regeneracion de tejido: células madre, que pueden ser derivadas del
blastocito(embrionarias) o, en el paciente adulto, de varios tipos de tejidos; matrices (naturales o sintéticas), que permiten la colocacién
correcta de las células madre; y por tltimo los factores de crecimientos que ayudan en la diferenciacion y proliferacion celular.
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FACTORES DE CRECIMIENTO

Factores quimicos

Los factores de crecimiento (morfogenéticos) son importan-
tes debido a su capacidad para inducir la proliferacion y dife-
renciacion de células. Existen diferentes tipos de morfogenos
que se ha demostrado que participan en la regeneracion del
complejo de pulpa-dentina, como: BMPs, factor de crecimien-
to similar a la insulina (IGFs), factores de crecimiento transfor-
mantes (TFGs) y factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGFs). El principal problema de todos los morfégenos es
su corta vida media: por eso los andamios son importantes
para el éxito en la ingenieria de tejidos?.

Las BMPs son morfégenos que pueden inhibir o estimular
el crecimiento. En particular, BMP2, BMP4, BMP6 y BMP7
se consideran los mas importantes®. Sin embargo, existe
una gran controversia sobre el papel de las BMPs en la
dentinogénesis, tal y como se muestra en la bibliografia.
Asi, Demarco y cols.,?* declararon que la expresion de la
BMP2 recombinante humana es alta en las Ultimas eta-
pas de diferenciacion de los odontoblastos y las ayudas
BMP7 recombinantes humanas en la produccién de denti-
na reparadora. Six y Decup® realizaron estudios en ratas
concluyendo que la BMPs con sialoproteinas 6seas indujo
formacion de osteodentina y Chen y cols.,?? afirmaron que
la BMP-2 en conjuncion con la sialo-fosfoproteina de la
dentina induce la diferenciacion odontoblastica. Por otro
lado, Rutherford y cols.,? realizan un estudio sobre los hu-
rones alegando que la BMP-7 por si sola no es suficiente
para inducir al dentino-génesis.

El IGF es una hormona peptidica producida por diferentes
tipos de células. La escuela de estomatologia de la Univer-
sidad Médica de Nanjing realizé un estudio sobre el papel
del IGF-1 en la diferenciacion y proliferacion de DPSCs? y
una investigacion similar ha sido llevada a cabo por Feng y
cols.,? con el mismo objetivo. Ambos coincidieron en que
el IGF-1 esta implicado en la diferenciacion odontogénica y
proliferacion de las DPSCs. Ademas, en 2014 esto ha sido
confirmado por otro estudio que investigoé la interconexion
entre la proteina quinasa activada con mitégeno IGF-1 y
p-38 (MAPK)?.

Los TFGs desempefian un papel en la diferenciacion y
proliferacion de odontoblastos del complejo dentino-pul-
par. He y cols.,?” sugirieron estudiar la combinacion de
TFGs con el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)
“in vitro” y concluyeron que esta combinacion puede iniciar
una diferenciacion tipo odontoblastica. En 1998, Tziafas y
Papadimitriou?® realizaron un estudio sobre los molares y
caninos de los perros: se expusieron las pulpas dentales y
se colocd una matriz derivada de dentina preincubada con
solucion de TFGs. La conclusién fue que el dentino-géne-
sis podria ocurrir, en cierto grado, gracias a las moléculas
de TFGs. Melin y cols.,® realizaron una investigacion so-
bre cultivos de rodajas de dientes humanos para mostrar

los efectos potenciales de TFG-1 en las células de la pul-
pa. Se aprecio el colageno tipo | y la proliferacion celular.

Los PDGFs tienen capacidad para inducir la formacion de
matriz dentinaria y estructuras parecidas a la pulpa den-
tal®. Yokose y cols.,** tomaron dos cepas diferentes de
PDGFs (AAy BB) y concluyeron que cada una tenia una
accion diferente en el proceso odontogénico, pero esto
no era suficiente para probar completamente la actividad
de PDGFs al ser el estudio “in vitro”. Denholm y cols.,*?
examinaron una combinacion de cepa PDGF-BB e IGF-1
y determinaron que esta interaccién aumentaba el nUmero
de células disponibles.

Factores biolégicos

La angiogénesis juega un papel crucial en el éxito del
trasplante de células madre: sin oxigeno y nutrientes, las
células trasplantadas se necrosaran y moriran. Sin embar-
go, la creaciéon de nuevos vasos sanguineos puede ser
estimulada biolégicamente. La matriz de dentina contiene
naturalmente factores proangiogénicos que se activan en
caso de lesién (como caries) para producir nuevos vasos
y tejido pulpar®3.

Uno de los factores proangiogénicos mas presentes es
el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF): tiene
propiedades mitdgenas para los vasos sanguineos y esto
facilita la proliferacion y migracién de las células endotelia-
les®. Nakashima y cols., descubrieron que algunas sub-
fracciones de células madre (CD31- / CD146- o CD1051)
de DPSCs tienen alto potencial angiogénico y neurogéni-
co. Holderfield y cols.,* declararon que el VEGF con facto-
res de crecimiento de fibroblastos (FGF) se expresa en el
caso de bajos niveles de oxigeno disponible: esto demues-
tra que pueden establecerse redes sanguineas y neurales
incluso en condiciones hipoxémicas®=¢. El FGF tiene dos
prototipos: FGF-1, cuyo trabajo es estimular la diferencia-
cién y proliferacion de células que producen vasos sangui-
neos; FGF-2, que participa en la proliferacion y disposicién
de las células endoteliales. Li y Sae-Lim*” han demostrado
que FGF-1 aplicado a un andamio de colageno puede in-
ducir la formacién de tejido duro parecido a la dentina pro-
ducida por hidroxido de calcio. Las angiopoietinas tienen
un papel en la angiogénesis y la linfangiogénesis®.

LIMITACIONES Y DESAFIOS

Las principales limitaciones de la terapia con células ma-
dre son: la disponibilidad, coste del proceso y la contami-
nacion y tumorigénesis durante el cultivo de células.

Con respecto a la disponibilidad, los dientes son una bue-
na fuente de células madre, pero deben ser lo suficiente-
mente sanos para poder encontrarlas. EI mejor escenario
posible seria dientes deciduos sin caries y, al menos, un
tercio de la raiz para la extrapolacion de células SHEDs y
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terceros molares para DPSCs®8.

El coste de extraccion, fabricacion “ex vivo” y conservacion
de las células madre es elevado. Mao y cols.,*® declararon
que la crioconservacion es una de las opciones disponibles
con el sistema bancario (cryobanks), pero éste es también
un proceso muy costoso que puede hacer que el paciente
se mueva hacia otros tipos de solucion.

Hay que tener en cuenta el riesgo potencial de contami-
nacion y tumorigénesis que se puede determinar durante
el cultivo de células. Como alternativa, hay una terapia lla-
mada “cell homing”. Es mencionado por Kim y cols.,** y se
caracteriza por el movimiento de las células madre de la
médula ésea al torrente sanguineo y luego a los deposi-
tos de células madre. En lugar de trasplantar un complejo
con células madre cultivadas, andamios y factores de cre-
cimiento, la idea es preparar sélo un material de andamio
impregnado con diferentes morfégenos e implantarlo en
un diente preparado endodoénticamente. Asi, las células
madre de la médula 6sea o del torrente sanguineo deben
ser atraidas por factores de crecimiento presentes en el
andamio y emigrar hacia él, implantandose y proliferando.

En referencia a los desafios de la terapia con células madre
encontramos que, los andamios deben tener una estructu-
ra tridimensional que permita una distribucién uniforme de
las células trasplantadas. Se propone que las impresoras
3D pueden ser el futuro para la fabricacion de andamios
excelentes. Las “bio-tintas” estan hechas de células vivas
y actlan como sustancias liquidas*. A pesar de todo esto,
el principal obstaculo es la imprevisibilidad.

Sin embargo, hay autores mas pesimistas con respecto a
esta nueva terapia. Mao y cols.,* indican que el trasplante
de tejido pulpar todavia tiene demasiados problemas para
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dar buenos resultados. Otros autores creen que con inves-
tigaciones posteriores sera posible regenerar no sélo el te-
jido pulpar, sino también la encia, el ligamento periodontal
o incluso toda la estructura dental**. El conocimiento de
las nuevas técnicas de regeneracion es muy pobre: una
encuesta realizada a 32 odontélogos que cursaron estu-
dios de posgrado en residencia demostr6 que el 83,9% no
habia recibido ningln tipo de educacion continua o capaci-
tacion en técnicas regenerativas*.

CONLUSIONES

1. Los materiales naturales son superiores debido a
su biocompatibilidad y en particular los andamios de
colageno.

2. El factor de crecimiento similar a la insulina 1, el fac-
tor de crecimiento derivado de plaquetas y el factor
de crecimiento endotelial vascular han demostrado
estar implicados en la proliferacién celular y en la
creacion de nuevos vasos sanguineos.

3. El mayor obstaculo en la terapia con células madre
es la falta de conocimiento.

4. “Cell homing” como alternativa al trasplante de cé-
lulas.

5. Se deben realizar nuevas investigaciones con el uso
de: andamios de colageno; Factor de crecimiento
similar a la insulina 1; cepa de factor de crecimien-
to derivado de plaquetas-BB; factor de crecimiento
endotelial vascular y factor de crecimiento de fibro-
blastos; Células madre de pulpa dental de dientes
deciduos (SHEDSs) preservadas mediante criopre-
servacion.
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