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Aprenda a amar sus derrotas, Marcus,
pues son las que le construiran.

Son sus derrotas las que

daran sabor a sus victorias.

“La verdad sobre el caso Harry Quebert”
Joél Dicker
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RESUMEN

La fibroina de seda es una proteina de origen natural producida por el insecto Bombyx
mori también conocido como gusano de seda. Se trata de una substancia que presenta
propiedades cicatrizantes y regenerativas, siendo un biomaterial 6ptimo que podria ser
utilizado en regeneracion y reparacion pulpar. Por otro lado, las células madre son
células que presentan elevada capacidad clonogénica, de autorenovacién, pudiendo
diferenciarse en varios linajes celulares. Ademas, se pueden aislar de distintas

localizaciones dentro de la cavidad oral.

En nuestro caso las células madre utilizadas procedian de dientes deciduos. El objetivo
de este trabajo ha sido valorar la biocompatibilidad de la fibroina de seda con células

madre procedentes de dientes deciduos.

A partir de dientes de leche sin afectacion pulpar se realizo la extraccion de pulpa dental
humana (hDP), que fue disgregada enzimatica y mecanicamente; se realizé el recuento
y la estimacion de la viabilidad celular y posterior siembra de células madre de pulpa
dental de dientes deciduos. Igualmente, se fabricé un armazon tridimensional (scaffold)
de fibroina de seda donde se sembraron 5000 células. Se analiz6 la proliferacion celular
mediante la técnica de Alamar Blue y la morfologia de las células creciendo sobre los
scaffolds se analiz6 a través de microscopia electrénica de barrido. Se estudié la
supervivencia y morfologia celular, los resultados obtenidos demostraron que los
scaffolds de fibroina resultan biocompatibles para las SHEDs ya que éstas mantienen su
morfologia y se adhieren al mismo con facilidad y las SHEDs son capaces de proliferar
sobre él. Los resultados de este trabajo in vitro avalan el uso del scaffold de fibroina de
seda en ingenieria tisular con células madre de dientes deciduos. Futuros trabajos in vivo
son necesarios para confirmar su posible uso en pulpotomias y en endodoncia

regenerativa.

PALABRAS CLAVE

Fibroina de seda; armazon tridimensional; scaffold; células madre; pulpa dental;

regeneracion dental.
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ABREVIATURAS

ALP Fosfatasa alcalina

ANP Péptido natriurético atrial.

BMP-2 Proteina morfogénica Gsea 2

BSP Bromosulfaleina

CMs Células madre.

CMMs Células madre mesenquimales.

CNTF Factor neurotrofico ciliar.

CNPase Nucleétido fosfodiesterasa

DFSCs Células madre procedentes del foliculo dental.
DPSCs Células madre procedentes de la pulpa dental.
FGF Factor de crecimiento fibroblastico.

FRP Factores ricos en plaquetas.

GAD Acido glutamico descarboxilasa.

GFAP Proteina acidica fibrilar glial.

GMSC Células madre procedentes de tejido gingival.

HA/TCP Tricalcio fosfato hidroxiapatita.

hDP Pulpa dental humana.

hDTM Scaffold de dentina humana.

IBAl Molécula adaptadora de enlace de calcio ionizado.

IMIDA Instituto Murciano de Investigacion y Desarrollo Agrario y Alimentario
LAIB Laboratorio Investigacion Biomédica.

MB Medio basal.

MEB Microscopia Electronica de Barrido.

MEM Medio minimo esencial Eagle.

a-MEM Medio minimo esencial Eagle, modificacion alfa.

B-MHC Cadena pesada de la -miosina.
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MTT

NeuN

NGF
OMLP-PCs
OMSCs
OPN

PBS
PDLSCs

PL-MSCs

Metil-tiazol-tretazolio.
Proteina nuclear neural especifica.

Factor de crecimiento nervioso.

Células madre procedentes de la ldmina propia de la mucosa oral.

Células madre procedentes de la médula 6sea de la mandibula.

Osteopontina.

Tampon fosfato salino.

Células madre procedentes de ligamento periodontal.

Células madre procedentes de tejido inflamatorio periapical

infecciones odontdgenas.

PLG
P/S
SBF
SCAPs
SHEDs

VEGF

Acido lactico co-glicolido

Penicilina estreptomicina

Suero bovino fetal.

Células madre procedentes de la papila apical.
Células madre procedentes de dientes deciduos.

Factor de crecimiento del endotelio vascular.
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1. INTRODUCCION
1.1 ANATOMIA DENTAL

El diente para su estudio se puede diferenciar en dos partes: corona clinica y corona
anatomica. La corona clinica es la porcion visible del diente que va desde el borde
terminal de la encia hasta el borde incisal o cara oclusal y es variable; mientras que la
corona anatomica va desde el borde incisal o cara oclusal hasta la union del esmalte con
el cemento y es invariable, establecido su final por la linea cervical (1). La linea cervical
es el sitio de union entre la corona y la raiz, que también conocemos como cuello;

siendo la raiz es la parte del diente que se aloja en el alveolo (1).

El diente estd formado por tres tejidos calcificados: esmalte, dentina y cemento, los
cuales rodean a una zona central formada por tejido conjuntivo denominada pulpa (Fig.
1).

f@/ﬂr— —

Dentina

Corona—

Pulpa

Cemento
Raiz —
Ligamento
peridontal

Nervio
suministro
sanguineo

Figura 1. Anatomia dental. (Tomado de la tesis Aislamiento, caracterizacion y plasticidad de
las células madre de pulpa dental de Francisco Javier Rodriguez Lozano)

El esmalte es la capa mas externa situada en la porcion de la corona anatémica del
diente rodeando a la dentina (Fig. 1). Queda unida al complejo dentino-pulpar en la
unién amelocementaria. Estd compuesta por hidroxiapatita (calcio en forma de
fosfatos), siendo material inorganico (calcio y fésforo son los principales elementos

inorganicos, ademas de aluminio, bario...) en un 96%, ademds de materia organica
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(fundamentalmente proteinas como la albumina) en un 1% y agua el 3%. Se trata del
tejido mineral mas duro del cuerpo humano gracias a su contenido inorganico. Es
transllcido, blanco o grisaceo, no siendo él quien proporciona el color al diente, sino la
dentina (1).

La dentina es el tejido méas abundante del diente, en la corona se encuentra cubierto por
el esmalte y en la raiz por el cemento (Fig. 1). Es el encargado de proporcionar la forma
y rigidez necesaria para llevar a cabo su funcion. Tiene un color amarillento péalido,
siendo el responsable del color dada la translucidez del esmalte. Estd compuesto en un
70% por material inorgéanico (hidroxiapatita), 20% organico (colageno) y 10% de agua.

El cemento cubre la dentina desde el cuello hasta el &pice (Fig. 1). Se trata de un tejido
avascular y carente de inervacion. Se halla unido en su superficie interna a la dentina,
mientras que en su superficie externa se une a las fibras de colageno del ligamento
periodontal. Esta compuesto en un 65% por material inorganico (hidroxiapatita), un

23% de material organico (colageno tipo I) y un 12% de agua (1).

Estos tejidos duros se encargan de proteger a la pulpa. La pulpa es un tejido conjuntivo
laxo que ocupa tanto la cdmara pulpar en la corona como los conductos radiculares en

las raices (Fig. 1). La pulpa se encuentra compuesta por:

e Células (1)

o Odontoblastos: situados en la zona mas periférica de la pulpa con
prolongaciones que se alojan en la dentina. Son células que no se dividen
una vez diferenciadas y se cree que su longevidad coincide con la del
diente. Sin embargo, ante determinados estimulos, el diente responden
creando nuevo tejido dentinario, lo que implicaria nuevos odontoblastos,
suponiendo que son las células mesenquimaticas indiferenciadas, las que
se diferencian cuando es necesario.

o Fibroblastos: son las células mas abundantes. Forman y mantienen la
matriz pulpar junto al colageno y la sustancia fundamental. Son los
responsables de la sintesis, recambio y degradacion del colageno.

o Células mesenquimaticas indiferenciadas: son células a partir de las

cuales se diferencian otras células conjuntivas de la pulpa. Se encuentran

en el area central de ésta, cerca de los vasos sanguineos.
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o Macroéfagos: se encuentran en el centro de la pulpa, alrededor de los
vasos sanguineos.

o Linfocitos: células de defensa productoras de anticuerpos que participan
en la inmunidad celular.

e Sustancia fundamental: compuesto por proteoglicanos, condroitin sulfato,
queratin sulfato, dermatan sulfato y acido hialuronico. Se encarga de soportarlos
componentes celulares y ser medio de transporte de nutrientes desde los vasos a
las células (1).

e Fibras: son fundamentalmente de colageno tipo | y Ill, ubicandose la mayor
concentracion del mismo en la zona apical. También existe presencia de
fibronectina y fibras reticulares en la pulpa de dientes jovenes (1).

e Irrigacion sanguinea y linfatica: los vasos sanguineos entran y salen a través
de los foramenes apicales. Suelen ser una o dos arteriolas que aumentan su luz al
llegar a la pulpa y emiten vasos colaterales que se ramifican formando una red
capilar extensa. El sistema eferente estd formado por vénulas con diametro
similar a las arteriolas pero con paredes mas delgadas. Los vasos linféticos se
originan en la region coronaria y tienen zonas abiertas en sus paredes (1).

e Inervaciodn: entran a través de los nervios de los vasos arteriales por el foramen
apical principal. Son aferencias sensoriales del trigémino y ramas simpaticas del

ganglio cervical superior (1).

1.2 CELULAS MADRE

Las células madre (CMs) son células indiferenciadas que presentan alta capacidad
clonogeénica, de autorenovacion y pueden diferenciarse en multiples linajes celulares,

incluyendo osteoblastos, adipocitos, condrocitos... (2-6).

Encontramos diferentes tipos CMs, dependiendo de su origen, grado de diferenciacion o

tejido en el que se encuentren (Fig. 2) (2,7):

e Células madre totipotentes: son capaces de generar 200 tipos de tejido humano
ademas de tejidos extraembrionarios.
e Células madre pluripotentes: pueden generar cualquier estirpe del embrion,

aungue no extraembrionaria.

19
TESIS DOCTORAL — MARIA PILAR PECCI LLORET



Potencialidad de la fibroina de seda como scaffold para reparacion y regeneracion pulpar

e Células madre multipotentes: s6lo pueden generar un subconjunto de tipos
celulares.

e Células madre oligopotentes: cuando el subconjunto de tipos celulares que
pueden generar es mas reducido.

e Células madre unipotentes: si so6lo generan un tipo celular. (2,7)

CAPACIDAD
DE AUTO-
POTENCIALIDAD RENOVACION

Zigoto Totipotarte 2

U

It
It
It

Celulas Madre

Pluripotente Muy alta
Embrionarias

U

Células Madre
Neurales

Multipotente Alla
(Pluripotenta?)

U

Progenitoras Multipotente Limitada
Neurales
- ™
g A
Unipotents Muy limitada
Progenitor Neuronal Progenitor Glial

\ \

Nula Nula

Neurona Astrocito

Figura 2. Modelo de diferenciacién de células madre en el caso de linaje neural (Tomado de
Weismann IL, 2000)

1.2.1 Células madre mesenquimales

Estas células se encuentran en la médula 6sea, son llamadas células madre
mesenquimales (CMMs) o mesenchymal stem cells (MSCs). Presentan aspecto
fibroblastico y caracteristicas de células madre. Tienen capacidad de autorenovacion,
proliferacion y capacidad de diferenciacion a varias lineas de tejido mesodérmico (8).
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1.2.2 Células madre derivadas de tejidos orofaciales
Encontramos células madre dentro de boca (Fig. 3):

e Células madre procedentes del ligamento periodontal (PDLSCs)

e Células madre procedentes del foliculo dental (DFSCs)

e Células madre procedentes de la papila apical (SCAPS)

e Células madre procedentes del tejido gingival (GMSCs)

e Células madre procedentes del tejido inflamatorio periapical procedente de
infecciones odontdgenas (PL-MSCs)

e Células madre procedentes de la ldmina propia mucosa oral (OMLP-PCs)

e Células madre procedentes de médula ésea de mandibula (OMSCs)

e Células madre procedentes de pulpa dental (DPSCs)

e Células madre procedentes de dientes deciduos (SHEDs) (9-14)

SHED

Figura 3. Localizacidn de las células madre en la cavidad oral. (Tomado de la tesis Aislamiento,
caracterizacion y plasticidad de las células madre de pulpa dental de Francisco Javier Rodriguez
Lozano)

A. Células madre procedentes del ligamento periodontal (PDLSCs)

El ligamento periodontal, uno de los tejidos conectivos mas complejos y especializados
del cuerpo humano se encuentra entre el cemento y la pared interna del hueso alveolar
(15). Se ha demostrado que no sirve Unicamente de soporte a los dientes, sino que
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también es capaz de contribuir a la nutricion de los dientes, a la homeostasis y a la
regeneracion del tejido periodontal (16). En el ligamento periodontal se encuentran unas
células mesenquimales indiferenciadas (PDLSCs) que fueron descritas (11) como
“células con alta capacidad clonogénica, con alta proliferacion y con capacidad de
regenerar tejido periodontal”. Se ha visto que las PDLSCs pueden ser obtenidas del
ligamento periodontal después de su separacion, por ejemplo en terceros molares
extraidos (15).

Experimentos in vivo demuestran que son capaces tanto de diferenciarse de
cementoblastos funcionales como de producir cemento cuando son trasplantados en la
superficie dorsal de ratones inmunodeprimidos (11). Se ha comprobado que contribuyen
a la reparacion del tejido periodontal gracias a un estudio realizado con PDLSCs,
trasplantadas en defectos periodontales inducidos en el area molar de mandibulas de
ratas inmunodeprimidas donde se vio que tenian un rol funcional en la regeneracion de
tejido periodontal (11, 17-19).

El potencial osteogénico se ha demostrado a través de su capacidad para formar una
matriz mineralizada con depdsitos de calcio 14 dias después de estar expuestos a medios
inductores de diferenciacion osteogénica (20). Otro trabajo demostré que son capaces de
diferenciarse las PDLSCs en células productoras de insulina, lo que implica que estas
celulas también podrian ser capaces de generar células del linaje endodérmico (21).A su
vez se comprob6 con experimentos in vitro que presentan los marcadores celulares
CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD59, CD73, CD90, CD105, CD106, CD146 y
CD166 (22) presentando la habilidad de diferenciarse a linajes odontoblastico,

osteoblastico, adipogénico y condrogénico (23).
B. Celulas madre procedentes del foliculo dental (DFSCs)

El foliculo dental es un tejido ectomesenquimal que rodea al germen de los dientes no
erupcionados y contiene células madres de origen mesenquimal (DFSCs) (24). El
foliculo dental es quien dara lugar al ligamento periodontal y a células con capacidad de
diferenciarse a odontoblastos, cementoblastos y osteoblastos (24, 25); se cree que las
células madre del foliculo dental que se encuentran mas cerca de la raiz se diferencian
formando cementoblastos, mientras que las células madre méas cercanas al hueso

alveolar se diferencian a osteoblastos (15). Su funcion biologica principal es la
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coordinacion de la erupcion de los dientes a través de la regulacion de los procesos de la
osteoclastogénesis y la osteogenesis (15, 26). Fueron identificadas por primera vez por
Morsczeck y col., en la zona del foliculo de terceros molares impactados utilizando el
mismo protocolo que Gronthos realiz6 para descubrir las células madre procedentes de
pulpa dental (DPSCs) (15, 24). Para el aislamiento de las DFSCs los foliculos dentales
se separan del diente, se separan mecanicamente y se colocan en una solucién
enzimética (24). La obtencion de las DFPCs s6lo puede ser realizada en pacientes con

dientes sin erupcionar como el tercer molar (27).

Estudios in vivo demuestran que son capaces de expresar la proteina osteocalcina y
sialoproteina 6sea al mes de ser trasplantadas en un ratén inmunodeprimido, pero no en
forma de hueso o cemento. Otros estudios realizados in vitro, demuestran su
diferenciacion a osteoblastos, cementoblastos, adipocitos y neuronas (28-34). Estudios
in vitro han demostrado que presentan marcadores celulares especificos como CD9,
CD10, CD13, CD29, CD44, CD53, CD59, CD73, CD90, CD105, CD106, CD166 y
CD271 (22). Y no expresan los marcadores hematopoyéticos CD34, CD45, CD117 y
HLA-DR (27, 29, 36-38).

Para comprobar la poblacién heterogénea de células en el foliculo dental se realiz6 un
estudio con tres lineas celulares a partir de DFPCs de ratones (29). Los resultados
obtenidos demostraron que existian diferencias significativas entre las tres lineas
celulares derivadas del foliculo dental en relacién a la tasa de proliferacion, los patrones
de distribucién del ciclo celular, y marcadores de superficie celular. La primera linea
celular tenia una alta actividad de proliferacion pero no mostraba ninguna actividad de
mineralizacion, lo que sugiere que podria estar relacionado con un linaje de tipo
ligamento periodontal. La segunda linea fue similar a la primera con respecto a la
proliferacion potencial, pero la alta actividad de ALP era indicativa de un estado
altamente indiferenciado. La tercera linea celular exhibia caracteristicas de
mineralizacion, lo que indica que podria ser de estirpe osteoblastica del hueso alveolar o

cementoblastica (15).
C. Células madre procedentes de la papila apical (SCAPS)

La papila apical es el tejido blando que se encuentra en el &pice de los dientes

permanentes que se encuentran en desarrollo, que finalmente se convierte en el tejido de
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la pulpa del diente maduro (12). La formacion de la raiz comienza con la proliferacion
del epitelio apical del tercio cervical, la papila contribuye a la formacion del diente y
eventualmente se convierte en tejido pulpar y en una zona apical rica en células entre la
papila apical y la pulpa (39). Sonoyama y col. fueron los primeros en aislar las SCAPs
de la papila apical de terceros molares impactados en pacientes de 18-20 afios en 2006
(12). SCAPs muestra un mayor grado de proliferacion y mineralizacion potencial que
las DPSCs y expresan marcadores de células madre tipicos, incluyendo el STROL,
CD13, CD24, CD29, CD73, CD90, CD105, CD106, CD146, CD166 y ademé&s son
negativas para CD18, CD34, CD45 y CD150 (40). Curiosamente, las SCAPs son
capaces de expresar un marcador unico, no detectable en otras células madre, el CD24
(14, 41). El aislamiento de las SCAPs se consigue mediante la separacion suave de la
papila apical de la raiz con el apice inmaduro durante la extraccion de terceros molares
(15). La papila apical se tritura y se digiere con una solucion enzimatica para obtener las

células en suspension (14).

Las SCAPs son células con alta plasticidad, capaces de diferenciarse a odontoblastos,
osteoblastos, adipocitos y condrocitos (12), ademas de diferenciacién neural in vitro
(12, 39, 41). Presentan un alto grado de proliferacion, duplicacion, asi como una alta
capacidad de regeneracion por la alta actividad de la telomerasa y una aumentada
capacidad de migracién comparada con las células madre procedentes de pulpa dental
(DPSCs), siendo obtenidas del mismo diente y cultivadas en las mismas condiciones.
En un estudio realizado con minicerdos en los que se trasplantaron SCAPs y PDLSCs
generaron un complejo de raiz periodontal capaz de soportar una corona de porcelana
(12). Por lo que se puede concluir que las SCAPs tienen un alto potencial para su
utilizacion en regeneracion de pulpa/dentina, asi como para endodoncia (12, 39, 42). Sin

embargo, no ha podido ser identificada formacion de cemento o hueso (22).

Se ha especulado que las SCAPs pueden ser la fuente de odontoblastos primarios
responsables de la formacion de la dentina radicular, mientras que es probable que las
DPSCs sean fuente de los odontoblastos de recambio que formarian la dentina
reparadora (43). Para poder jugar un papel funcionan in vivo, la raiz tiene que conectar
con el ligamento periodontal. En estudios preliminares donde se utilizaron minicerdos,
el co-trasplante de SCAPs y PDLSCs en HA/TCP producen la formacion de dentina y

ligamento periodontal respectivamente (12). Estos hallazgos sugieren que las SCAPs
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junto con PDLSCs podrian ser usados para crear una raiz bioldgica que podria usarse de

manera similar a un implante, limitando con una corona dental artificial (15).

Una caracteristica interesante de las SCAPs es que expresan varios marcadores
neuronales incluso cuando no se exponen a la estimulacion neurogénica, lo que implica
su posible origen de la cresta neural (41). Sin embargo, cuando son estimuladas, se
expresan mas marcadores neuronales como BIII-tubulina, GFAP, GAD, nestina, NeuN,
NFM, enolasa neuronal especificas (NSE), y CNPase (39).Teniendo en cuenta todas
estas observaciones, las SCAPs parece ser mas similar al embrionario de otras fuentes
de DSC (44). En consecuencia, las SCAPs podrias tener potencial para aplicaciones no
solo en odontologia, sino también en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas y enfermedades isquémicas, asi como en investigacion de la

diabetes, y otras aplicaciones en el campo de la medicina regenerativa (45).
D. Células madre procedentes del tejido gingival (GMSCs)

Denominadas en inglés como ginvival mesenchymal stem cells (GMSCs) se trata de un
tejido oral Unico alrededor del reborde alveolar y la region retromolar, que es
reconocido como una barrera mucosa bioldgica (46). Una de las caracteristicas mas
Ilamativas de la encia es su notable capacidad de regeneracion y curacion de la herida,
que se caracteriza por una rapida reconstitucion de la arquitectura del tejido y poca
evidencia de formacion de cicatrices, en contraste con la cicatriz comun que se forma en
la piel (47).

Histologicamente, la encia se compone de tres capas: una capa epitelial, una capa basal
y una capa espinosa inferior que es similar a la dermis de la piel (15). Zhang y col.
fueron los primeros en citar un aislamiento de GMSCs de la capa espinosa de encia
humana en 2009 (14, 15). La principal ventaja de utilizar encia es la posibilidad de
conseguir una gran cantidad de células madre sin la necesidad de sacrificar un diente de
manera irreversible para obtener su pulpa, ligamento periodontal o foliculo dental (15).
Ademas el tejido gingival se puede obtener de procedimientos minimamente invasivos

en cualquier momento de la vida.

Para el aislamiento de GMSCs los tejidos gingivales se incuban con dispasa para
separar la capa epitelial y la capa espinosa para ser después desmenuzados y digeridos

enzimaticamente con colagenasa (14, 48). Otros métodos descritos para el aislamiento
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de GMSCs implico el uso de colagenasa y dispasa al mismo tiempo, seguido por la
eliminacién de la primera suspension celular digerida para excluir células epiteliales y
posterior incubaciones adicionales con la misma solucion enzimatica (49, 50). Las
GMSCs fueron identificadas como células adherentes al pléastico con morfologia similar
a fibroblastos (14). Presentan clonogenicidad, capacidad de auto renovacion y pueden
diferenciarse en adipocitos, osteoblastos, condrocitos, células endoteliales y neurales
(14, 51, 52). Ademas, diferentes estudios reportan que derivan en un 90% de células
procedentes de cresta neural y en un 10% del mesodermo (53). Son capaces de expresar
los marcadores SSEA-4, Oct-4, STRO-1, CD29, CD73, CD90, CD105, pero no
expresan CD34, CD45 y HLA-DR (14, 54, 55). Curiosamente, las GMSCs han
demostrado tener propiedades inmunomoduladores, en particular inhiben la
proliferacion de linfocitos y expresan una amplia gama de factores inmunosupresores,
tales como la interleuquina 10 (IL-10), inducible NO sintasa (iNOS), y la

ciclooxigenasa 2 (COX-2) en respuesta a la citoricina inflamatoria interferén (14).

Estudios in vivo donde GMSCs fueron trasplantadas con gel de fibroina en ratones
inmunocomprometidos demostraron que las GMSCs regeneraban tejido conectivo
similar, incluyendo la presencia de fibroblastos y fibras de colageno. Por lo que se
concluyé que las GMSCs tienen una potente capacidad de auto renovacion in vivo (14,
54).

E. Células madre procedentes del tejido inflamatorio periapical (PL-MSCs)

Las células madre mesenquimales de tejido inflamatorio periapical son células
procedentes de infecciones odontdgenas (PL-MSCs) que presentan capacidad de
diferenciarse en adipocitos, osteoblastos y condrocitos in vitro. In vivo se ha demostrado

que son capaces deformar tejido mineralizado en ratas inmunocomprometidas (56, 57).

F. Celulas madre procedentes de la lamina propia de la mucosa oral (OMLP-
PCs)

Se trata de un tejido Unico alrededor de los puentes alveolares y la region retromolar que
es conocido como una barrera bioldgica mucosa (22). Fueron denominadas OMLP-PCs.
Son capaces de diferenciarse a condrocitos, osteoblastos, células del endodermo vy

células neurales (neuronas y células de Schwann) (58, 59). Parecen mostrar
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clonogenicidad, capacidad de autorenovacion, asi como diferenciacion multipotente
(22).

G. Células madre procedentes de la médula ésea de mandibula (OMSCs)

Llamadas OMSCs tienen la capacidad de diferenciarse a osteoblastos, adipocitos y
condrocitos en presencia de un medio inductor. Se demostr6 que expresan los
marcadores: CD73, CD105, CD106, SSEA-4 y Oct-4 aunque no expresan los
marcadores hematopoyéticos CD34 y CD45. En un estudio comparando OMSCs con
células mesenquimales de médula 6sea de huesos largos (BMMSCs) presentaron las

primeras una mayor tasa de proliferacion y de unidades formadoras de colonias (13).
H. Células madre procedentes de pulpa dental (DPSCs)

En el afio 2000 el grupo de Songtao Shi (10) consigui6 aislar células madre de la pulpa
dental, que fueron extraidas de terceros molares de humanos, demostraron alta
capacidad clonogénica y se diferenciaron hacia odontoblastos, capaces de formar el
complejo dentinopulpar que se implantaron en ratas inmunocompremetidas. En este
estudio se comprobd que tenian un porcentaje de proliferacion mayor que las células

madre de médula 6sea (9).

Las células madre procedentes de la pulpa dental (DPSCs) son capaces de diferenciarse
a osteoblastos aumentando el porcentaje de suero presente en el medio de cultivo, sin la
necesidad de adicidn de otros componentes (60-64). Estas células trasplantadas in vivo
forman un complejo dentinario similar al del diente tras cinco semanas. La obtencién de
células madre procedentes de pulpa dental es una préactica sencilla, ya que podemos
obtenerla de los terceros molares que suelen ser extraidos y tirados (15). Para realizar la
obtencion de la pulpa basta con cortar y separar el cemento del esmalte y después
separar suavemente la pulpa de la corona y la raiz. Los marcadores celulares especificos
gue presentan son: CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD106,
CD166 (15), siendo negativos para: CD14, CD34, CD45 y HLA-DR (36, 43).

Ademas las células madre de la pulpa dental son:

e Capaces de producir reparacion cardiomiogénica de forma similar a las células
madre procedentes de la médula 6sea y tejido adiposo (65, 66). DPSCs
cocultivadas junto a células cardiomiogénicas procedentes del corazon de ratas
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neonatales, fueron capaces de expresar altos niveles de marcadores cardiacos
como Troponina I, B-MHC y ANP tras cuatro semanas de cultivo. Cuando se
realizo el trasplante de DPSCs en ratas inmunodeprimidas a las que se les habia
provocado un infarto de miocardio, éstas mejoraron la funcion cardiaca,
aumentaron el nimero de vesiculas cardiacas y redujeron la zona infartada (67).
e Favorecen la respuesta endogena neural. Esta evidencia qued6 demostrada en un
estudio en el que células de la pulpa dental procedentes de monos se inyectaron
en el hipocampo de ratones inmunodeprimidos. La bromodeuxiuridina (que se
utiliza para evaluar la respuesta enddgena neural) aument6 al quinto dia en el
hemisferio de la inyeccion. Entre el dia 7-30 se observé un aumento de Nestina,
B-111 tubulina, GFAP e Ibal en la zona de inyeccion. A su vez se produjo un
aumento de factores neutroficos como CNTF, VEGF, FGF-2 y NGF (65)
Ademaés, debido a su origen embrionario, las DPSCs tienen la capacidad de
diferenciarse a neuronas, glia y oligodendrocitos (68, 69). Cuando son cultivadas
en un medio de induccién neural adecuado para neuronas, se provoca un cambio
de morfologia y aumenta la expresion de marcadores neurales como B-1lI
tubulina, GAD y NeuN, ademas de ser capaces de sobrevivir en el hipocampo de
un ratén durante mas de 10 dias y seguir expresando marcadores neurales (9).
Son capaces de regenerar el complejo dentino-pulpar. Cuando existe agresion al
diente estas células son capaces de diferenciarse a odontoblastos para formar
dentina terciaria. Estudios in vivo (41) demuestran que tras cinco semanas
trasplantadas podemos observar un complejo dentinario similar al del diente. No
estan claros los factores implicados en la diferenciacion odontoblastica, aun asi
se cree que BMP-2 es uno de los que favorece la aparicion de marcadores como

la sialoproteina dentinaria, la cual es clave en la formacién de dentina.

I. Células madre procedentes de dientes deciduos (SHEDS)

Los dientes deciduos son conocidos coloquialmente como dientes de leche. A los seis
meses de vida comienza la erupcién y se cambian de los 6 a los 13 afios. Los restos de
la corona exfoliada contienen tejido conectivo, vasos sanguineos y odontoblastos. Miura
y col. fueron los primeros en identificar en 2003 las células madre procedentes de
dientes deciduos (SHEDs) (15). Las células madre de la pulpa a partir de dientes
deciduos (SHEDs) presentan una mayor plasticidad que las de la pulpa de los dientes
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permanentes; se diferencian de las DPSCs por su alta capacidad de proliferacion,
aumentando el niamero de poblacion celular en el doble, asi como la habilidad de formar
“colonias celulares”. Presentan diferentes marcadores de superficie como el CD13,
CD29, CD44, CD56, CD73, CD90, CD105, CD146 y CD166 (15, 70) siendo negativos
para: CD14, CD34, CD45 y HLA-DR (71). Son capaces de diferenciarse hacia un linaje

odontogeénico, osteoblastico, adiposo, neural, miogénico y condrogénico (9, 15).

Se ha comprobado que in vivo son capaces de formar hueso, regenerar dentina y
producir tejido pulpar, lo que sugiere podrian ser una buena fuente celular para
generacion de hueso orofacial y tejido pulpar (72-75). En otros estudios in vivo se vio
que eran capaces de regenerar con eficacia la pérdida de tejido duro y tejido blando
provocado por la periodontitis (76). A su vez, in vivo, se ha comprobado que producen

tejido dentinario y son capaces de restaurar los defectos de la camara pulpar (74, 75).

Ademas las SHEDs pueden inducir la formacion de nuevo hueso reclutando in vivo
células osteogénicas (9). Este descubrimiento implica que los dientes deciduos no
proveen Unicamente una guia para la erupcion del diente permanente como se asume
generalmente, sino que también estan relacionados con la induccion de formacion de

hueso durante la erupcion del diente permanente (9).

Todas estas observaciones sugieren que los dientes de leche podrian representar una
fuente ideal de células madre para la reparacion de estructuras de dientes dafiados,
induciendo la regeneracién dsea, y posiblemente, el tratamiento de enfermedades

neurodegenerativas (15).
1.3 FIBROINA

Investigaciones realizadas en los afios 80 ayudaron a descubrir que Bombyx mori,
conocido coloquialmente como gusano de seda, era capaz de generar una serie de
productos naturales: seda del capullo y la crisalida de su interior. La seda esta
compuesta por sericina y fibroina, la cual presenta una importante aplicacion como
biomaterial (77).

La fibroina es una proteina de caracter fibroso, la cual forma un polimero lineal que
constituye el nacleo de la fibra y supone el 70% del peso del capullo. La fibra de
fibroina esta recubierta exteriormente por otra proteina llamada sericina (Fig. 4), que
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presenta una conformacion globular y propiedades adhesivas, siendo ésta la que permite

que se conforme en forma de estructura sélida, hueca y resistente mecanicamente (78).

La fibroina estd compuesta por: una cadena pesada de 390 kDa y una cadena ligera de
26 kDa en una proporcion 1:1 unidas por un puente de disulfuro. Siendo los
aminoacidos predominantes en la composicion de la fibroina: glicina (43%), alanina
(30%), serina (12%) y otros (15%) (79).

Figura 4.Capullo de Bombix mori (izquierda). Disposicidn de las proteinas fibroina y sericina en
las fibras producidas por B. Mori (derecha). (Tomado de la pagina web “Fibroina di seta”
http://www.fibroinadiseta.it/cose-fibroina-seta/)

Por otro lado, encontramos las sericinas que tienen un peso de 20-310 kDa. Estas
integran una familia de proteinas hidrofilicas que son las encargadas de recubrir las
fibras de fibroina (80), de esta forma actian a modo de pegamento permitiendo que las
fibras formen una estructura sélida, mecanicamente resistente y hueca, conocida

comunmente como capullo (Fig. 4).

Antes de ser segregada por Bombyx mori, la fibroina es producida por las células que
cubren la parte interior de las secciones distal y medial de la glandula sericigena. En el
interior de la glandula la fibroina se encuentra en un estado soluble y micelar, con un
contenido en agua del 30%, denominandose Seda I (81). Cuando el insecto comienza a
depositar la seda para fabricar el capullo, la fibroina va avanzando a través de la
glandula sericigena y en su parte final se queda recubierta por la sericina. El proceso de
secrecion del hilo hace que vaya perdiendo agua y aumentando la tensién mecéanica
(gracias al movimiento de la cabeza de la larva). Al producirse esta pérdida de agua y
aumento de tension, se produce un cambio en la solucién metaestable de la fibroina
glomerular, que pasa a ser una estructura secundaria en lamina beta, llamada seda II
(82).
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La fibroina disuelta en agua es la base para la fabricacion de la mayoria de los
biomateriales. Para su conservacion se elimina el agua mediante liofilizacion,
obteniéndose una “fibroina regenerada” que mantiene las propiedades de solubilidad,
ademaés puede disolverse en agua y otros disolventes tales como el &cido férmico y el
hexafluoroisopropanol (HFIP) que son incapaces de disolver la fibroina nativa. La
fibroina regenerada presenta menor resistencia mecanica que la fibroina nativa ya que
los enlaces que forman la estructura en lamina beta se rompen en el proceso de
disolucion. Debido a esto, los materiales basados en fibroina regenerada han de ser
sometidos a un tratamiento capaz de incrementar el contenido en estructura de lamina
beta para insolubilizarlos e incrementar su resistencia, procedimiento conocido como
“cristalizacion” (82). Suele realizarse sumergiendo el material en una solucion de
metanol aunque éste hace que el material sea mas quebradizo. Otra opcidn es exponer el
material a vapores de metanol en caliente o con vapor de agua al vacio. El porcentaje de
lamina beta en este caso sera menor, por lo que habra una menor resistencia mecanica
pero las propiedades en términos de elasticidad, transparencia y biocompatibilidad seran

mejores (83).
1.3.1. Propiedades de la fibroina de seda como biomaterial
A. Biocompatibilidad

La caracteristica mas importante en un biomaterial es la biocompatibilidad, ya que su
importancia reside en no desencadenar ningun tipo de reaccion inflamatoria pues
anularia su funcién. La seda ha sido utilizada desde hace afios como material de sutura y
en algunos casos se pudo observar la aparicion de reacciones inflamatorias en la zona
donde se realizaban los puntos (78). No obstante, se ha podido comprobar en estudios
realizados que esta inflamacion es producida por la sericina y que la fibroina en si no

produce ningun tipo de inflamacion (83).
B. Propiedades mecanicas

Encontramos una alta resistencia a la rotura y al alargamiento, por lo que su tenacidad y
ductilidad es buena (84). Ademas, hay estudios que han comprobado que las curvas de
tension-deformacion de las fibras de los gusanos de seda tienen un aspecto y

endurecimiento similar a la seda de las telas de arafia (85). Por sus propiedades
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mecanicas tan buenas presenta tanta importancia en el estudio de ingenieria de tejidos

para el desarrollo de scaffolds.
C. Biodegradacion

Cuando hablamos de biodegradacidn nos referimos a la eliminacion total del material a
través de la filtracién y metabolizacion de los bioproductos degradados (86). Existen
estudios in vivo que han demostrado que los scaffolds de seda se desintegran tras unas
semanas Yy desaparecen completamente en un afio, teniendo el sistema inmunitario un
importante papel en su degradacién, con una respuesta mediada por macrofagos, por lo
que se concluye, que ademéas de ser biodegradable también se trata de un material
absorbible (87).

D. Funcionalizacion de la superficie

Los aminoacidos que presenta la fibroina en su superficie condicionan el enlace quimico
que puede establecerse, encontramos 12.1% de Ser, 5.3% de Tyr, ademés de Thr, Glu y
Asp, que pueden ser modificados (88). Al producirse la union de los materiales se
producen procesos de activacion de cascadas bioquimicas completas regulatorias de la

proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular (88).
1.3.2 Usos médicos regenerativos

La fibroina es utilizada en biomedicina sobre todo como biomaterial para la fabricacion
de armazones para el crecimiento celular, denominados scaffolds. A su vez también es
adecuada para aplicacion directa en solucion acuosa, como componente terapéutico

tanto en cicatrizacion, como en diabetes (78).

Se demostr6 que la fibroina en un medio de cultivo en la proporcién de 125 pg/ml fue
capaz de producir un incremento de la proliferacion de fibroblastos de la piel del 150%
frente al caso control sin fibroina (89). También se ha verificado que la fibroina en
polvo en heridas cutaneas a nivel histologico presenta una mejora significativa de la
cicatrizacion, una mayor reepitalizacion y formacion de colageno y fibras elasticas (90),
ademas de no existir citotoxidad en los puntos de inyeccién, lo que demostraba su
correcta biocompatibilidad (90). Gracias a este efecto cicatrizante, se han desarrollado
diversos biomateriales como films, esponjas o mallas especificamente creadas para

tratar problemas de cicatrizacion (91-94).
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Tras fraccionar la fibroina en péptidos mediante digestion con quimiotripsina (95) se
determind la existencia de dos secuencias situadas en la regién N-terminal de la
molécula que parecen ser activas en la induccién del crecimiento de nuevos
fibroblastos: VITTDSDGNE y NINDFDED. También se demostr6 que la
fibroina en solucidon acuosa (y también la sericina) inducian la expresion y la
fosforilacion de la proteina c-Jun, que esta implicada en la migracion de los
queratinocitos en el proceso de cierre de heridas cutdneas (96). De esta forma, se
deduce que las proteinas de la seda tienen un efecto de sefializacion en el programa de

cicatrizacién cutanea.
1.4 REGENERACION Y REPARACION
1.4.1 PULPA

Una pulpa dental sana debe cumplir varias funciones: funcion de nocicepcion como
advertencia para indicar dafios (97), una adecuada respuesta inmunoldgica y por Gltimo
la capacidad de formar dentina como mecanismo de defensa contra invasion de toxinas
y bacterias (98-100); ademas en el caso de dientes inmaduros, ser capaz de favorecer la
finalizacion de la formacion radicular (101). La irritacion causada por caries o trauma
provoca una respuesta inflamatoria del tejido que se llama pulpitis, la cual en algunos

casos puede ser reversible y la curacidn es posible.

Incluso después de una exposicién pulpar, cuando se pierde la capa de odontoblastos,
una barrera de dentina reparadora se puede formar en 2-6 semanas (102, 103), debido a
que células de la pulpa migran hacia el sitio de la lesion, se diferencian a odontoblastos
y comienzan a establecer una matriz de colageno que mas tarde se mineraliza (104,
105).

Este fenomeno, ha evidenciado la existencia de células indiferenciadas o ‘“‘stem”
presentes en el tejido pulpar y que son capaces de esta funcién de diferenciacion y
formacion de tejido dentario, las conocidas como celulas madre de pulpa dental
(DPSCs) (10).

Sin tratamiento inmediato y con el aumento del estimulo, la inflamacion puede

progresar hasta un estado irreversible (104). Ante esta situacion el tratamiento
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convencional consiste en la remocion del tejido pulpar también llamado endodoncia, sin

tener en cuenta que la pulpa puede poseer capacidad regenerativa (104).
1.4.2 REPARACION

En situaciones de una caries muy extensa con la pulpa afectada pero vital y sin pérdida
de funcion, estd indicado realizar una proteccion pulpar para intentar mantener la
vitalidad del diente (106, 107). Si hay buenas condiciones se pueden conseguir buenos
resultados y motiva a los clinicos a mantener la vitalidad pulpar el mayor tiempo

posible por las ventajas que proporciona prolongar la vitalidad de esta (106).

Se debe diferenciar entre la regeneracién del complejo dentino-pulpar y la reparacion de
la pulpa dental (106). Cuando se realiza reparacion, no se va a crear dentina nueva, sin
embargo se observa un tejido similar a la dentina secundaria, pero no es realmente el
mismo, ya que no forma una continuidad con la dentina preexistente. Aunque, debido a
la falta de verdaderos marcadores moleculares especificos de los tejidos recién
secretados, una nueva generacion de células se estd denominando con el término
“similares a” (por ejemplo: células similares a odontoblastos). De esta forma es posible

diferenciar entre tejido normal y tejido reparado (106).

Cuando se realiza un recubrimiento pulpar directo, la certeza del tipo de estructura y
ultraestructura del tejido remineralizado producido que ha sido creado es incierta, por lo
que seria prudente llamar a esta cicatrizacién producida terapéuticamente como

reparacion en lugar de regeneracion (106).
1.4.3 REGENERACION

Actualmente, cuando la pulpa tiene mucha inflamacién o esta necrética es imposible
mantenerla, es entonces cuando el odontdlogo debe realizar una pulpectomia para
desinfectar el sistema de conductos y proporcionar a las raices una obturacion que evite
una nueva contaminacion bacteriana. Aunque las técnicas de tratamiento de conductos
actuales proporcionan resultados fiables, parece que la formacion de pulpa o tejido
conectivo dentro de las raices podria ser una alternativa mas eficaz que el tratamiento
endoddntico (106, 108), ya que se conseguiria mantener la vitalidad del tejido (108). La

presencia de pulpa vital en cualquier diente es preferible biolégicamente en
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comparacion con un material de relleno, ya que podria mantener la respuesta inmune

ante una agresion y regenerar cualquier dentina que hiciera falta (100).

A su vez, también existen procesos de regeneracion en casos en los que no hay
infeccion de la pulpa, cuando se ha producido una avulsion del diente, una luxacién
intrusiva 0 extrusiva, donde los dientes se monitorizan para ver si se produce una
revascularizacion espontanea (109-112). De esta forma, mediante una intervencion
minimamente invasiva se controla que el diente no se vuelva necroético. El prondstico de
revascularizacién y formacién de la raiz en estos casos varia de un 33% a un 100%
(100).

Los primeros intentos para llevar a cabo la revascularizacion de un conducto radicular
se realizaron en 1960 (113). Uno de los principales problemas fue que la Unica fuente
local posible de células viables deberia surgir mediante la induccién de hemorragia en el
espacio del conducto radicular, por lo que las células no tendrian origen pulpar, sino
periodontal, de cemento o de hueso alveolar. En 2001 se volvié a prestar atencion al
concepto de revascularizacion, y fue entonces cuando se empezd a diferenciar entre

procesos de reparacion y procesos de regeneracion (114).

Se ha propuesto que para conseguir la regeneracion se puede obtener las células madre
de la papila apical a través de una lima de endodoncia pinchando en el conducto y asi
conseguir la formacién de un coagulo de sangre (106, 108, 115). Para comprobar si la
regeneracion se ha producido, las pruebas de vitalidad son muy subjetivas, sin embargo

la evidencia radioldgica es mas objetiva y los resultados son demostrables (106).

La observacion de que la dentina es un deposito de sefiales morfogénicas bioactivas que
pueden ser reclutados a demanda (116) constituye un importante descubrimiento en el
campo de la regeneracion de los tejidos de la pulpa dental. Representa un cambio
importante, ya que la dentina es una fuente morfogenética que permite y orienta los
procesos regenerativos y la reparacion de los tejidos, en vez de ser simplemente un
tejido inerte y pasivo. Varias lineas de investigacion han demostrado que las proteinas
derivadas de la dentina son suficientes para la diferenciacion odontobléstica (117-119).
En particular, la degradacion intencionada de las proteinas derivadas de la dentina con
hipoclorito de sodio elimina su potencial inductivo (118). Este hallazgo, corrobora

observaciones anteriores del papel critico de las sefiales morfogénicas en la
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diferenciacion odontoblastica y se plantea la posibilidad de que el hipoclorito de sodio
podria no ser la solucion ideal para la irrigacion del conducto radicular en endodoncia
regenerativa, ya que aunque produce accion bactericida, capacidad de disolucién del
tejido y eficaz lubricacion (120), se ha demostrado que la dentina acondicionada con
hipoclorito impide la diferenciacion de las DPSCs en células similares a odontoblastos,
tanto in vitro como in vivo (118), lo que sugiere que tiene efectos directos e indirectos
sobre la toxicidad de células madre (120). Ademas, un estudio evaluo la supervivencia
de las SCAPs y se concluy6 que habia una mayor supervivencia cuando la irrigacién se
habia realizado con EDTA que con hipoclorito de sodio, teniendo un efecto perjudicial
en su supervivencia (120), es por eso que el hipoclorito de sodio para este tipo de
tratamientos esta contraindicado ya que puede tener un efecto negativo significativo en
los resultados del tratamiento (100, 108, 121, 122)

Por otro lado, los factores de crecimiento pueden ser obtenidos de la irrigacion con
EDTA del conducto, ya que permite la preservacion de la estructura dentinaria y
provoca la liberacién y exposicion de los factores de crecimientos y moléculas
bioactivas (108, 121, 123-125), como por ejemplo factor de crecimiento fibroblastico 2
(bFGF), factor de crecimiento beta 1 (TGF-B), proteinas morfogénicas 6seas (BMPs),
etc. (120, 124, 126, 127). Estos factores favorecen la atraccion quimiotactica de las
células madre y son eficientes a baja concentracién, promoviendo tanto la migracion,
como la angiogénesis y la diferenciacion celular (104, 108, 120, 126, 128, 129). El
factor TGF-bl esta presente en la dentina sana (130) y puede ser liberado por la
actividad acida de las bacterias (131) o cuando el EDTA se aplica sobre dentina sana
(132). La liberacién de TGF-b1 también ha sido identificada después de la aplicacion de
materiales con hidroxido de calcio (123), MTA (124), cemento tricalcico a base de

silicatos (133), y adhesivos dentales autograbables (134).
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Irreversible Pulpotomy EDTA- Release of Insertion of Regeneration
Pulpitis conditioning Growth Factors Biomaterial

Figura 5. Proceso de regeneracion. (Tomada de Kerstin M. et al 2014)

Otro punto importante a tener en cuenta es que las bacterias forman biopeliculas sobre
las paredes del conducto, en canales laterales, dentro de tibulos de dentina, etc. El
desbridamiento del conducto radicular deja bacterias residuales (135). Tras realizar una
obturacién de los conductos, el medio ambiente en endodoncia tradicional puede
permitir que las bacterias residuales proliferen y se restablezcan en biofilms (100). El
nivel necesario de desinfeccion en endodoncia regenerativa es mayor que en endodoncia
tradicional, porque en endodoncia tradicional simplemente con la reduccion de carga
bacteriana es suficiente, pero en el caso de endodoncia regenerativa es necesaria una
reduccion drastica (100). Es por ello que se han propuesto combinaciones de
antibidticos, como la pasta de triantibiético (ciprofoxacino, metronidazol y minociclina)

para la realizacion de dicho tratamiento (100, 120).

Diversos estudios han demostrado que en comparacion con el hipoclorito de sodio la
pasta triantibiotica desinfecta el 70% del canal frente al 10% desinfectado por el
hipoclorito (100, 136). Sin embargo, la minociclina puede producir tinciones y ha sido
sustituido por cefaclor (137) o eliminado por completo de la mezcla (138). Otro
antibidtico utilizado ha sido el ®Augmentine (139) y se ha demostrado que es mas
eficaz contra la flora de la raiz (140, 141), ya que el acido clavulanico inactiva las beta-
lactamasas y no decolora los dientes. Es importante tener en cuenta que una
concentracion alta de antibidtico puede ser toxica para las células madre de la papila
apical (120, 122) por lo tanto, debemos bajar la concentracion y se esta trabajando
actualmente para determinar qué concentracion permite lograr la desinfeccion con

menor toxicidad para el tejido regenerativo apical (100, 120).

37
TESIS DOCTORAL — MARIA PILAR PECCI LLORET



Potencialidad de la fibroina de seda como scaffold para reparacion y regeneracion pulpar

La revascularizacion es una técnica que permite que el conducto sea rellenado con
tejido vital. EI uso de un tejido bioldgico para llenar el espacio del conducto evita las
desventajas de un material sintético, es decir, la pérdida del sellado potencial, toxicidad,
etc. Ademas el tejido bioldgico tiene la enorme ventaja de ser inmunocompetente y por
lo tanto, ser capaz de defenderse de las bacterias como el tejido pulpar normal haria 'y es
ahi donde radica su importancia. Actualmente no hay indicadas contraindicaciones para

su realizacion (106, 108).

Si el objetivo del tratamiento es inducir la curacion del tejido periapical, estimular la
regeneracion 0sea y que el paciente esté libre de cualquier signo o sintoma el
tratamiento seria un éxito cuando se habla de reparacion. Sin embargo, si el objetivo es
regenerar un tejido de la pulpa el tratamiento seria un fracaso, éxito clinico pero fracaso
bioldgico (106).

La presencia de células madre en un canal revascularizado se ha demostrado claramente
(142), lo que sugiere que el reclutamiento de células madre de la papila apical y su
posterior migracion juegan un papel critico en la formacién de nuevo tejido. Sin
embargo, el origen de estas células no esta claro. Por ello se sugiere que las indicaciones
clinicas de revascularizacion deben limitarse a dientes inmaduros (100, 106, 108). Sin
embargo, si las células madre pueden ser reclutadas de un nicho que no sea la papila
apical, las indicaciones del tratamiento podrian extenderse a dientes maduros (106, 143,
144).

144 SCAFFOLDS O ANDAMIOS TRIDIMENSIONALES PARA
REGENERACION PULPAR

Los andamios tridimensionales o scaffolds deben ser desarrollados exclusivamente para
la regeneracion de cada tejido u Organo especifico, sin embargo, comparten
caracteristicas comunes, tales como permitir la unién de células, la difusion de
nutrientes y oxigeno, ser biodegradables, y tener propiedades fisicas parecidas a las del
tejido/6rgano que va a ser regenerado (145, 146). Ademas, los scaffolds pueden ser
funcionalizados por las condiciones que mejoran la unién celular y la supervivencia, asi
como proporcionar sefiales morfogénicas que complementan las que vienen desde el

organismo y activar la orientacion de la diferenciacion de células madre (146).
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En términos generales, los andamios se pueden dividir en (147) solidos (es decir,
bastante rigido o hechos a medida para propdsitos especificos) e inyectables (148), es
decir, geles de baja viscosidad que pueden ser moldeados en el sitio que requiere la
regeneracion de tejidos.

Ambos tipos de scaffolds pueden utilizarse con sefiales morfogénicas. Normalmente
estas sefiales son proteinas tipicas con una vida media corta. Por lo tanto, el desarrollo
de una estrategia para la liberacion controlada de las proteinas es critico para maximizar
sus efectos para los periodos de tiempo predeterminados. Estas proteinas se pueden
incorporar tanto en los scaffolds formados por copolimeros (&cido lactico-co-glicélico)
como los formados por gas (149, 150). También se pueden mezclar con andamios
inyectables como el colageno o el hidrogel, aunque en este caso es muy dificil reducir la
velocidad de la tasa de degradacion de las proteinas. Para solucionar el problema
surgieron diferentes polimeros naturales derivados de las algas (alginatos), que son
biocompatibles y presentan una baja inmunogenicidad (145). Se pueden utilizar en
combinacion con los scaffolds inyectables para servir como un dispositivo de liberacion

lenta para las sefiales morfogénicas (151, 152).

El proceso de gelificacidon en presencia de iones divalentes en niveles fisiologicos es
muy sencillo de incorporar, proteger y liberar factores morfogénicos de microesferas de
alginato de forma controlable (153, 154). La norma bioldgica para la liberacion
controlada de factores morfogénicos en la ingenieria de tejidos dentales depende del
microambiente existente durante el desarrollo de los dientes (145, 155, 156). Los
investigadores han intentado entender este entorno como un medio para crear
condiciones ideales para la determinacion de las celulas madre y el tejido dental
regenerado (156, 157). Se trata de investigar e identificar las sefiales morfogénicas que
juegan papeles importantes durante el desarrollo de los dientes y que podrian ser

utilizadas terapéuticamente en regeneracion dental (158-160).
Los scaffolds que utilicemos tienen que cumplir unos requisitos:

e Proporcionar una fijacion adecuada y evitar la apoptosis de las células madre

trasplantadas o reclutadas en la camara pulpar (145)
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e Tiene que vascularizar rdpidamente la pulpa a regenerar para permitir oxigeno y
afluencia de nutrientes, asi como para permitir la llegada de células madre

circulantes que complementaran la heterogeneidad celular de la pulpa (156).

Los investigadores han tratado de abordar estas cuestiones funcionalizando los
andamios usados en la ingenieria de tejidos de la pulpa dental con restos que permiten
una mejor fijacion de las células (por ejemplo, &cido, arginina-glicina-acido aspértico
(RGD) y la incorporacién de factores angiogénicos (por ejemplo, factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) (161, 162).

Cada vez es mas evidente que el andamio ideal para la ingenieria de tejidos dental sera
inyectable, no fundido. Esto es debido a los estrechos espacios dentro del conducto

radicular y la complejidad de su anatomia, particularmente en la region apical (145).

Ademas, existe la preocupacion relacionada con el uso de disolventes (por ejemplo,
cloroformo, diclorometano, y acetona) que normalmente se utilizan para solubilizar el
scaffold, pues los niveles residuales de disolvente pueden ser toxicos para las células.
Por otra parte, los hidrogeles pueden ser inyectables y por lo tanto penetrar a través del
sistema de conductos radiculares. Y ser sometidos a una reaccién de fraguando a un pH
fisioldgico (145).

Diferentes estructuras de polimeros sintéticos se han propuesto como andamios en la
ingenieria de tejidos. El acido poligliclico (PGA) y el acido polilactico (PLA) son
poliésteres biodegradables que se pueden obtener de diferentes fuentes renovables y se
han propuesto para su uso en ingenieria de tejidos dentales (163, 164). Los andamios
formados a partir de PGA se ha demostrado que sirven para mejorar la adhesion y
proliferacion de los fibroblastos pulpares (164).

Cuando un copolimero de PGA y PLA, se siembra con células madre de pulpa dental, se
ha demostrado que ayuda a la formacion de tejido similar a la pulpa tanto en

experimentos con xenoinjerto con conejo como con ratén (165-167).

Se han usado andamios sintéeticos para utilizar una variedad de agentes antiinflamatorios
tales como ibuprofeno, dexametasona, diclofenaco, rolipram... (168-172). Tales
andamios, que se ha demostrado que son capaces de ayudar en la regeneracion de los

tejidos de la pulpa, también podrian ser utilizados para entregar estas u otras moléculas
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anti-inflamatorias tales como las resolvinas con el fin de controlar la pulpitis, facilitando
de esta manera la reparacion pulpar. Desde la perspectiva de la regeneracion de
endodoncia, estos polimeros son atractivos debido a sus propiedades de manejo y
relativa facilidad de produccion (173).

También hay un interés significativo en el uso de andamios biomiméticos, compuestos
por materiales naturales, aungue en general, no son tan mecanicamente resistentes como
los polimeros sintéticos (173). Los hidrogeles formados a partir de colageno han sido
ampliamente utilizados con células madre in vitro y como un vehiculo para entregar las
células, factores de crecimiento y moléculas antiinflamatorias en diversos modelos
animales, con cierto éxito en la regeneracion de tejidos similares a pulpa (128, 174-
176). El colageno es, por supuesto, frecuente en el medio extracelular y es por lo tanto
altamente compatible con las células y tejidos. Sin embargo, los hidrogeles formados a
partir de colageno son estructuralmente débiles, y el entrecruzamiento quimico que se
realiza para mejorar la rigidez del gel a menudo produce disminucion de
citocompatibilidad (177-178). Del mismo modo, la fibrina se ha propuesto como un
candidato para la ingenieria de tejidos en diversas aplicaciones debido a su asociacion
con coagulacion de la sangre y la adhesion de células in vivo aunque comparte las

desventajas estructurales de colageno (178-180).

Los alginatos son polimeros naturales versatiles que se han utilizado ampliamente como
portadores de factores de crecimiento (181-183). La retencion de agua, la capilaridad de
los hidrogeles puede ser afectada por el pH, la temperatura, el nivel de reticulacion, la
viscosidad y la estabilidad (184). Los alginatos actGan como barreras mecanicas,
disminuyendo la difusividad en compuestos quimicos de bajo peso molecular o
proteinas atrapandolas después de su gelificacion. Las sustancias como el tampoén
fosfato que se utilizan como portadores para los factores de crecimiento se puede
encapsular en alginatos de alta viscosidad (185). Por otro lado, porque dada su
naturaleza hidrofilica, los alginatos presentan baja absorcion de las proteinas presentes
en el suero y los niveles de adherencia e interaccion celular son bajos en consecuencia
(152, 186).

Estos hidrogeles son compatibles con células madre mesenquimales derivadas de la
encia y ligamento periodontal cuando estd cargado con TGF-bl, induce la
diferenciacion a células similares a odontoblastos (173). El colageno y los andamios de
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fibrina también se han usado como sistemas de administracion para una variedad de
moléculas con propiedades anti-inflamatorias tales como IL-10, heparina desulfatada y
neurotrofina-3 y podria ser hipotéticamente utilizado para tratar la inflamacion en el
contexto de la regeneracion pulpar (187, 189). Aungue estos andamios, por definicidn
se asemejan mas al tejido de la pulpa dental nativa, establecer un control sobre su
composicion especifica puede ser dificultoso y quiza socavar tanto su biocompatibilidad

como su integridad estructural (173).
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OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

Objetivo general: Comprobar la biocompatibilidad de un scaffold 3D de fibroina de

seda con células procedentes de pulpa dental de dientes deciduos.
Obijetivos especificos:

e Extraccion y aislamiento de células madre de pulpa dental de dientes deciduos.

e Obtencidén de un scaffold de origen natural de fibroina del gusano de seda.

e Comprobar mediante microscopia de barrido la adhesion y proliferacion de
células madre procedentes de pulpa dental de dientes deciduos sobre un scaffold
de fibroina.

o Verificar la correcta proliferacion de células SHEDs sobre un scaffold de
fibroina de seda.

e Comprobar mediante citometria de flujo la viabilidad celular de las SHEDs, asi
como el fenotipo celular mediante analisis de la presencia de marcadores de

superficie tipo mesenquimal.
Hipétesis nula:

e La fibroina de seda no es biocompatible.
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MATERIAL
Y
METODOS
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1 AISLAMIENTO CELULAR
El estudio fue aprobado por el Comité Etico de la Universidad de Murcia. Los donantes
firmaron un consentimiento informado. Se recogieron dientes deciduos sin afectacion
pulpar. Para asegurar el anonimato de los donantes no se llevd a cabo la identificacion

de los dientes recogidos.

Inmediatamente tras la extraccion, los dientes recogidos se depositaron en tubos
(FALCON) de 50 ml con 25 ml de medio de cultivo celular, que constaba de:

e Minimum Essential Medium Eagle (MEM, SIGMA)

e Mezcla de antibidticos (100 unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina; SIGMA)

e Antifangicos (250 unidades/ml de anfotericina; SIGMA).

Las muestras se conservaron entre 4°C y 8°C durante un maximo de 72 horas desde la

extraccion hasta poder ser procesadas.
3.1.1 Extraccion de pulpa dental humana (hDP):

Para cumplir las condiciones de esterilidad, se trabajé en una cabina de seguridad

bioldgica vertical tipo 11 con filtro HEPA (Telstar) (Fig. 6).

)

Figura 6. Cabina de seguridad bioldgica vertical tipo Il.
Los dientes recogidos fueron colocados en una placa de Petri que contenia PBS estéril

(tampon fosfato salino 0.1 M, pH 7.4) y una mezcla de antibiéticos (100 unidades/ml de
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penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina; SIGMA) y antiftingicos (250 unidades/ml de
anfotericina B; SIGMA). Para obtener la pulpa dental el diente se secciond
transversalmente y con la ayuda de limas manuales y tiranervios se obtuvo el tejido
pulpar. La pulpa dental (junto con el PBS) se traspaso por separado a un tubo Falcon
donde se centrifugd durante 10 minutos a 1000 rpm. Se desechd el sobrenadante y se

procedio a realizar la disgregacion enzimatica y mecanica.

3.1.2 Disgregacion enzimatica:

El precipitado celular fue sometido a una disgregacion enzimética utilizando una
solucion de proteasas: colagenasa tipo | (3 mg/ml; Worthington Biochem) y dispasa
(4mg/ml; GIBCO) durante 1 hora a 37°C. Las proteasas se inactivaron afiadiendo un

volumen igual o mayor de medio de cultivo celular MEM frio.

Se centrifugé durante 10 minutos a 1000 rpm y tras desechar el sobrenadante, se
resuspendio el precipitado celular en medio de cultivo celular MEM con anfotericina
(250 unidades/ml).

Se volvié a centrifugar durante 10 minutos a 1000 rpm (Fig. 7) y tras desechar el
sobrenadante, se afiadi6 medio de cultivo celular MEM con anfotericina (250

unidades/ml).

Figura 7. Centrifuga
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3.1.3 Disgregacion mecanica:

Con el fin de quitar los trozos mas grandes de tejido remanente, se recogieron las
células del tubo con una pipeta Pasteur y se depositaron sobre una malla estéril de 70
um (Falcon, BD), donde se tamizaron a través de la malla afiadiéndose medio de cultivo
MEM. La solucion resultante se centrifugd durante 10 minutos a 1000 rpm.
Posteriormente, se desechd el sobrenadante y se afiadié medio de cultivo celular MEM

en el que se resuspendieron las células.

3.2 RECUENTO Y ESTIMACION DE LA VIABILIDAD CELULAR
Antes de cultivar las células obtenidas, se hizo un recuento y estimacion de la viabilidad
celular mediante la utilizacién de la cdmara de Neubauer o hemocitometro (Fig. 8) y
azul tripan. Este método se basa en el principio de que las células vivas (viables) cuya
membrana citoplasmatica esta intacta, no permiten la entrada del colorante (azul tripan),
permaneciendo refringentes. Mientras que las células muertas (no viables), debido a que
su membrana citoplasmatica se encuentra rota, permiten el paso de colorante tifiéndolas

de azul.
Los pasos a seguir fueron los siguientes:

e Se agitd la suspension celular y se depositaron 10 ul de la misma en un tubo
(Eppendorf)

e Se afadid 10 ul de la solucién de azul tripan a la muestra anterior agitandose la
mezcla con la misma micropipeta y procurando no hacer burbujas.

e Se pego6 el cubrecamara en el hemocitometro humedeciendo los bordes del
mismo, y se llend con la mezcla anterior la camara de aire que existe entre el
cubreobjetos y el hemocitémetro (0.1 mm?®), por uno de los lados del mismo.

e Contamos en el microscopio de contraste de fase las células tefiidas y no tefiidas

en una de las regiones de la camara segun la figura.

Para un recuento mas exacto pueden contarse las cuatro regiones de la cAmara y obtener
la media aritmética de los recuentos. Se calcul6 el nimero de células totales y viables de

la muestra segun las siguientes formulas:

Ne células viables/ml = n° células vivas contadas x 10000 x factor de dilucion
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N° células totales/ml = (n° células vivas contadas + muertas contadas) x 10000 x factor

N@ células viables x100

de dilucion. % Viabilidad =

N2 células totale s

Se multiplica el nimero de células por 10.000, ya que el volumen correspondiente a la

region contada en la camara Neubauer es de 0.1 mma3.

—1mm —

- .-
Ve

O
®

SUSPENSION

Figura 8. Recuento con cdmara de Neubauer o hemocitometro.

Tras hacer el recuento y la estimacion de la viabilidad, se ajusto la solucion celular a
1x10° células/ml y se sembré 3ml de la misma por frasco de cultivo de 25 cm?
(Sarstedt). Las células se cultivaron a 37°C, 5% de CO, y 95% de humedad.

3.3 CULTIVO DE CELULAS DE DIENTES DECIDUOS (SHEDs)

Las células aisladas de los dientes deciduos crecen adheridas al plastico de la placa de
cultivo. Las células fueron sembradas en frascos de 75 cm? de superficie (BD
Biosciences), para el cultivo primario de SHEDs, su expansion y mantenimiento, se
utiliz6 un medio de cultivo celular que fue denominado medio basal (MB). EI medio

basal estaba compuesto por a-MEM al que se le afladieron los siguientes componentes:

53
TESIS DOCTORAL — MARIA PILAR PECCI LLORET



Potencialidad de la fibroina de seda como scaffold para reparacion y regeneracion pulpar

COMPONENTES CONCENTRACION
SBF (Gibco) 10%

P/E (Sigma) 100 pg/ml

Glutamina (Sigma) 2 mmol/I

El medio de cultivo se cambi6 3 veces por semana y con el objetivo de conseguir un
namero de células suficientes para llevar a cabo la investigacion, semanalmente, cuando
las células estaban cerca de llegar al estadio de confluencia, ocupando aproximadamente
el 85% de la base del frasco de cultivo, se realizaron subcultivos.

Primero se retiraba el medio de cultivo del frasco que contenian las células, se afiadia
Tripsina 0.25% + EDTA 1mM (disgregacion enzimatica) en cantidad suficiente para
cubrir la superficie del mismo. Seguidamente se incubaba en una estufa para cultivos
celulares a 37°C, 5% de CO2 y 95% de humedad durante 5 minutos.

Posteriormente, se procedia a la neutralizacién de la actividad enzimatica con igual o
mayor cantidad de medio de cultivo frio. La mezcla se centrifugaba durante 6 minutos a
300 G, se desechaba el sobrenadante y se resuspendian las células en 1 ml de medio de

cultivo basal frio.

Tras estimar la viabilidad, se ajusté la densidad celular a 1x10° células/ml y se
sembraron en un nuevo frasco de 75 cm? Las células se incubaron en una estufa para
cultivos celulares (Fig. 9) a 37°C, 5% de CO2 y 95% de humedad. El medio de cultivo

celular basal se cambiaba con una frecuencia de 3 veces por semana aproximadamente.
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Figura 9. Incubador para cultivos celulares

3.4 ELABORACION DE ARMAZON TRIDIMENSIONAL (SCAFFOLD) DE
FIBROINA DE SEDA

Para la elaboracién de los biomateriales de fibroina se emplearon capullos blancos
procedentes de gusanos criados en las instalaciones del IMIDA (La Alberca, Murcia).

La eliminacién de la sericina de los capullos es un paso fundamental en la purificacion
de la fibroina de seda, este primer paso se conoce como desgomado. Para ello fueron
troceados y se hirvieron 30 min en una disolucién 0,02 N de Na,CO3 (Panreac, Espafia),
a continuacion la malla de fibroina resultante se lavo con agua destilada para extraer la
sericina remanente (Fig.10A). Tras su secado a temperatura ambiente la fibroina se
disolvio en LiBr 9,3 M (AcrosOrganics, Bélgica) al 20% (p/v) durante 3 h a 60°C (Fig.
10B). El paso final consistio en un proceso de diélisis frente a agua destilada durante 3
dias (con 8 cambios de agua en total), para eliminar las sales (Fig.10C). Posteriormente
se realizd un filtrado con papel Miracloth (Calbiochem, Alemania). El resultado fue una
disolucién de fibroina acuosa regenerada al 7,5% p/v, que fue conservada a 4°C hasta

su utilizacién.
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Figura 10. llustracion de parte del procesado de la seda: Fibroina desgomada (10A),

disolucion en LiBr 9,3M (10B) y dialisis para eliminar sales (10C).

Esta disolucion acuosa de fibroina de seda es la materia prima a partir de la cual se
elaboraron los scaffolds 3D. Para ello se empled sal comin (NaCl) como porogeno, que
fue lavada al final de proceso a fin de crear un entramado poroso interconectado que
permitiese la difusion de nutrientes y sustancias de desecho derivadas del metabolismo

celular.

Se depositaron 15 g de sal comin en una placa Petri de 9,5 cm de diametro creando una
superficie extendida de forma homogénea en cuanto a su altura. Posteriormente se
afiadieron 8 mL de fibroina de seda acuosa al 7,5% p/v, empapando asi la capa de sal.
Transcurridas 48 h la fibroina de seda ha coagulado insolubilizandose en parte y
actuando como cementante entre los granos de NaCl. Para garantizar la total
insolubilizacion de la fibroina de seda se realizé un tratamiento posterior de inmersion
en bafio con metanol durante 30 min. Una vez eliminado el metanol, se extrajeron
fragmentos circulares de 5 mm de didmetro haciendo uso de un sacabocados de estas
dimensiones (Fig.11A), para posteriormente transferir los mismos a un vaso de
precipitados con agua miliQ y asi lavar la sal incluida en el material (Fig.11B). Se
realizaron 5 cambios de agua a lo largo de 2 dias, obteniéndose como resultado unas
esponjas porosas de 2-3 mm de altura (Fig.11C), aptas para su siembra en placas de
96pocillos, asi como un tamario ajustado para poder usar en dientes deciduos al ser estos
mas pequerios.
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Figura 11.: Elaboracion de scaffolds 3D de fibroina de seda. Desmoldado de
los scaffolds (11A), lavado de la sal utilizada como pordgeno (11B) y aspecto
macroscopico del scaffold 3D (11C).

Una vez elaborados los scaffolds éstos fueron esterilizados mediante 2 bafios en etanol
al 70% v/v. Se mantuvieron en el etanol 70° hasta el momento de uso. Para prepararlos
se dispusieron en una placa de 96 pocillos, se lavaron con agua miliQ autoclavada y dos
veces con PBS libre de Ca®* y Mg”* y se pretrataron de 1 a 2 horas con suero bovino

fetal (FBS) a 37°C antes de sembrar las células.
3.5 CULTIVO CELULAR SOBRE SCAFFOLD DE FIBROINA

Para valorar la adhesién y morfologia de las células procedentes de pulpa dental se
acudio al edificio LAIB del Hospital Virgen de la Arrixaca y se siguié el siguiente

protocolo:

Los Scaffolds de fibroina colocados en una placa de 96 pocillos fueron preincubados
con SBF durante 1-2 horas a 37°C en un incubador. Posteriormente se retir6 el SBF, se
ajusté la densidad a 5x10° células/mL y se sembraron 200 pL de la suspension celular
sobre el scaffold de fibroina, permitiendo la adhesion celular durante 24 horas. Pasado
este tiempo, el scaffold se transfirié a un pocillo mayor con medio de cultivo completo
fresco y se incub6 a 37°C, 5% CO, y 95% HR a 72 horas 0 168 horas.

Para realizar el estudio microscopico, los scaffolds se incubaron durante 24 horas, 72
horas 0 168 horas y después se procesaron para ser observados en el microscopio
electronico de barrido Jeol 6100.
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3.6 PROCESADO MUESTRAS Y MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
BARRIDO

Las muestras se prepararon en el edificio LAIB del Hospital Clinico Universitario

Virgen de la Arrixaca, donde fueron sometidas a los siguientes procesos:

1. Fueron lavadas antes de fijarlas.
2. Se fijaron en glutaraldehido al 3% en tampoén cacodilato 0’1 M durante 3-5
horas.

3. Se lavaron en tampon cacodilato mas sacarosa durante 24 horas.

Posteriormente fueron llevadas al Servicio de Apoyo a la Investigacion en el campus de
Espinardo para ser procesadas y poder ser vistas en microscopia electronica de barrido.

El proceso al que fueron sometidas fue el siguiente:

Se postfijaron en tetroxido al 1% durante 1-2 horas.
Se lavaron en tampdn cacodilato méas sacarosa y se dejo toda una noche.
Se deshidrataron en acetona: 30%, 50%, 70%, 90%, 100% durante 10’ cada uno.

Se llevaron al punto critico con acetona 100% y CO, liquido (Fig. 12).

o B~ w DD

Se recubrieron con oro con el metalizador Bio-Rad PolaronDivision (200A)
(Fig. 13).

6. Se observé al microscopio electronico de barrido Jeol 6.100 (Fig.14).

7. Se tomaron las imagenes con el sistema de captacion autobeam del sistema de

microanalisis INCA X-stream and mics de OXFORD Instruments Analytical.

Figura 12. Muestra llevada al
punto critico
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Figura 14. Microscopio electrénico de barrido Jeol 6100.

3.7 ANALISIS DE LA PROLIFERACION CELULAR

Para evaluar la proliferacion celular en los scaffolds de fibroina, tras transferir el
scaffold a un pocillo mayor, se adicioné resazurina (Sigma Chemical Co, St Louis, MO,

USA) al medio de cultivo hasta alcanzar una concentracion igual a 300 M.

La resazurina es una molécula no tdxica para las células que presenta diferente color en
funcién de su estado de oxidacion, es azul en su forma oxidada y tras ser reducida por
las células vira a rojo. La inocuidad de la resazurina permite la incubacion de las células
en su presencia, de modo que se pueden tomar medidas del aumento de la presencia de
la forma reducida y se puede estimar la proliferacién celular a lo largo del tiempo. Asi,
al excitar una alicuota del medio de cultivo a 570 nm, se puede apreciar un incremento
de la emision de fluorescencia a 600 nm conforme aumenta la concentracion de
resazurina reducida en dicha alicuota. Dicho procedimiento de medida se llevé a cabo
en el lector de placas Infinite 200 PRO multifunctional (Tecan Austria GmbH).
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Para el experimento colocamos un pocillo sin células, células en la superficie de un
pocillo, scaffold de fibroina sin células y células dentro de un scaffold durante 24, 48,
72y 96 horas.

3.8 ANALISIS DE LA EXPRESION DE MARCADORES DE
SUPERFICIE DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES
POR CITOMETRIA DE FLUJO

Es una técnica que permite analizar cuantitativamente el fenotipo celular a través de la
deteccion de antigenos que han sido marcados con anticuerpos porgue estan unidos a

una molécula fluorescente.

La expresion de moléculas de superficie de células madre mesenquimales se realiz6 en

pases de 2-4 de cultivos de SHEDs utilizando la técnica de citometria de flujo.

Las células se sembraron a una densidad de 7000 célulasicm? en placas de cultivo
multipocillo de 48 posiciones. Fueron incubadas durante 10 dias a 37°C, en medio de
cultivo completo DMEM. Una vez cumplido el periodo de incubacion, las células se
separaron de la superficie de cultivo empleando una solucion de tripsina al 0.25% en
EDTA 1mM. Después fueron lavadas con PBS 1X y se incubaron en oscuridad, a 4 °C y
durante 30 minutos con anticuerpos monoclonales especificos marcados con
fluorescencia para CD73, CD90, y CD105 (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Alemania), recomendados por la Sociedad Internacional de Terapia celular (ISCT) para
confirmar el fenotipo mesenquimal de las células. También se analizo la ausencia de
expresion de marcadores hematopoyéticos (CD14, CD20, CD34 y CD45, Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania).

La fluorescencia no especifica se midio utilizando anticuerpos monoclonales de isotipo
especifico. La fluorescencia celular se midié en el citometro de flujo BD FACS Canto y

los resultados se analizaron mediante el software Kaluza.

60
TESIS DOCTORAL — MARIA PILAR PECCI LLORET



Potencialidad de la fibroina de seda como scaffold para reparacion y regeneracion pulpar

3.9DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR

Las anexinas son una familia de proteinas de union a fosfolipidos dependientes de
calcio, que se emplean junto a tinciones vitales para identificar distintos estados
apoptoticos mediante citometria de flujo. En el caso de la Anexina-V, ésta se une a
fosfatidilserina (PS, por sus siglas en inglés phosphatidyl serine). En células sanas, la
PS se localiza en la cara citosdlica se la membrana plasmatica. Una vez iniciada la
apoptosis, la PS pierde su distribucion asimétrica y se transloca a la cara extracelular de
la bicapa fosfolipidica, siendo asi detectable mediante Anexina-V conjugada
conficoeritrina (PE, por sus siglas en inglés phycoerythrin). En estados tempranos de
apoptosis, la membrana plasmatica excluye tinciones vitales como la 7-amino-
actinomiosiona (7-AAD), por lo que las células s6lo son positivas para la tincién con
Anexina-V. En estados tardios de apoptosis, la pérdida de integridad de la membrana
celular permite tanto la union de la Anexina-V a PS citosdlica, como la captacién de 7-
AAD.

Las SHEDs junto con scaffolds de fibroina fueron sometidas a una tincion doble con
Anexina-V conjugada con PE y 7-AAD (BD Biosciences) para determinar la viabilidad
celular mediante citometria de flujo. Para ello las células se separaron de la superficie
de cultivo empleando una solucion de tripsina-EDTA al 0.25%, se lavaron con PBS 1X
y se incubaron con Anexina-V conjugada con PE y 7-AAD en tampo6n de unién a

temperatura ambiente durante 15 min.

El analisis de los resultados se realizé en el citdbmetro de flujo BD FACSCanto,
interpretando los resultados (porcentaje) del siguiente modo:

- Células vivas: Anexina-V—/7-AAD—.

- Células en apoptosis temprana o tardia: Anexina+/7-AAD—.

- Celulas necroticas: Anexina-V+/7-AAD+.

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.
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3.10 ESTADISTICA

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando la version 15.0 del software estadistico
SPSS (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). Dado que se cumplieron los requisitos de
homogeneidad de varianzas y normalidad en las poblaciones de datos a comparar se
hizo uso del test paramétrico de la t de student para determinar la existencia o no de

diferencias estadisticamente significativas (nivel de significacion al 95%).
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RESULTADOS
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4. RESULTADOS
4.1 AISLAMIENTO CELULAR PROCEDENTE DE PULPA DENTAL DE
DIENTES DECIDUOS

Las células se extrajeron de la pulpa dental de dientes deciduos y se cultivaron segun las
técnicas expuestas en Material y Métodos. A las 24 horas de cultivo ya se observaron
SHEDs adheridas a la superficie del frasco de cultivo. A las 48 horas, pequefias colonias
de células de tipo fibroblastico proliferaban y se expandian por todo el frasco. Al cabo
de una semana, estas células se mostraban confluentes en un 80% de la totalidad del
frasco (Fig. 15).

Figura 15.: SHEDs a las 24 horas de cultivo (15A), colonias de células de tipo fibroblastico a
las 48h (15B) y confluencia de las células en un 80% a las 168h (15C).

En ese momento, se procedio a la tripsinizacion de las células y se subcultivaron, para

evitar la total confluencia de éstas células frenase su proliferacion.

4.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)

Debido a la estructura tridimensional del scaffold es muy dificil indicar cual es la escala
real a la que se estan viendo las células, ya que la profundidad, la tercera dimensién, no
nos permite obtener imagenes equivalentes entre diferentes scaffolds, ni siquiera entre

diferentes campos de un mismo scaffold.

En las muestras de SHEDs sobre scaffolds de fibroina a las 24h podemos observar una
pequeiia cantidad de SHEDs de forma alargada entre los poros del scaffold que

comienzan a proliferar y adherirse con su morfologia fibroblastica (Fig. 16).
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Figura 16. SHEDs a las 24 horas sobre el scaffold de fibroina de seda

En las muestras de SHEDs junto con fibroina a las 72h se observé como el nimero de
células resultantes que se encontraban adheridas al scaffold aumentaba, viendo mas

cantidad de éstas sobre la superficie del scaffold (Fig. 17).
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200m

Figura 17. SHEDs a las 72 horas sobre el scaffold de fibroina de seda.

En las muestras de SHEDs sobre fibroina se observo a las 168h como el nimero de
SHEDs era muy abundante y que se disponian tapizando por completo la superficie de

la muestra sin dejar ver los poros que conforman el material (Fig. 18).
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Figura 18. SHEDs a las 168 horas sobre el scaffold de fibroina de seda.

En las muestras control podemos observar el aspecto de los scaffolds de fibroina en los
que no hay células, con la presencia de poros y microporos en una superficie alisada
(Fig.19).
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4.3 EVALUACION DE LA PROLIFERACION CELULAR

Como ya hemos explicado en “Material y métodos” hemos usado el protocolo de
Alamar Blue para verificar la proliferacion celular sobre el scaffold de fibroina de
seda. Encontramos resultados de la cantidad de resazurina reducida en diferentes
casos: sin células (blanco), células en la superficie (control positivo), scaffold sin

sembrar (control negativo) y scaffold con SHEDs (Fig. 20 y 21).

Tiempo (horas)
0 24 48 72 96

Blanco

Control positivo

Control negativo

Células en scaffold

Figura 20. Pocillos tratados con resazurina. Pocillo sin células (blanco), pocillo con células
(control positivo), scaffold sin sembrar (control negativo) y scaffold con células.

Control negativo Células en scaffold

de fibroina de seda

Blanco Control positivo

Figura 21. Pocillos tratados con resazurina. Scaffold sin sembrar (control negativo), scaffold con
células, pocillo sin células (blanco), pocillo con células (control positivo).
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En las anteriores figuras (Fig. 20 y 21) se puede observar un color azulado propio de la
resazurina en estado oxidado, en presencia de células, debido a la actividad metabolica
de las mismas, la resazurina pasa a un estado reducido, lo cual lleva aparejado un
cambio de color a rosa. En aquellos pocillos que no habia células (control negativo y

blanco) la resazurina no variaba su estado y por tanto tampoco el color.

Tabla 1. Andlisis fluorimetria Alamar Blue SHEDs.

Blanco Control Células en | Control
positivo scaffold negativo
0 horas 536 514 515 576
517 520 508 496
24 horas 890 8068 3255 962
1014 9382 2859 883
793 2304
48 horas 1512 12985 5779 1318
1571 12446 5674 1390
1176 4140
72 horas 1872 10166 6470 1872
1851 9594 6427 1628
1822 6172 6081
168 horas 2945 10233 11293 3366
2909 11045 9543 3042
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Grafico 1. Alamar Blue SHEDS.

Tabla 2. Diferencias significativas a las 24h segiin analisis t de Student*

24h Blanco Control Control Scaffold
positivo negativo con células

No células - - - *

Células en - - - *x

superficie

Scaffold - - - *

vacio

Scaffold * ** * -

con células

'En la tabla se indican las diferencias significativas segin el analisis de t de Student

*p<0.05;**p<0.01y ***p<0.001.
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Tabla 3. Diferencias significativas a las 48h seglin anélisis t de Student.

48h

Blanco

Control

positivo

Control

negativo

Scaffold

con células

No células

*

Células en

superficie

**

Scaffold

vacio

Scaffold

con células

**

Tabla 4. Diferencias significativas a las 72h segtin analisis t de Student."

72h Blanco Control Control Scaffold
positivo negativo con células

No células - - - falaled

Células en - - - -

superficie

Scaffold - - - ikl

vacio

Scaffold falele - okl -

con células

Tabla 5. Diferencias significativas a las 168h segun analisis t de Student.*

168h Blanco Control Control Scaffold
positivo negativo con células

No células - ** - *x

Células en ** - ** -

superficie

Scaffold - ** - **

vacio

Scaffold ** - kel -

con células
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Como podemos observar en la grafica 2, la cantidad de resazurina reducida aumenta en
el caso de SHEDs con scaffold, lo que indica un aumento del nimero total de células.
Comparando con el caso donde no hay células (control negativo) o solamente hay
scaffold (control positivo) en el que se produce un ligero aumento de la resazurina
reducida producido por el ambiente, encontramos una diferencia significativa (Tablas 2,
3,4,5).

En el caso de haber células vivas y adheridas en la superficie encontramos un aumento
de la resazurina reducida, viéndose un color mas rosaceo, esto se produce porque el
plastico ha sido tratado para que las células puedan proliferar, va aumentando el nimero
hasta las 48 horas donde llega a su pico maximo y se produce un fenémeno de
estabilizacion donde la cantidad de células disminuye. A las 168h la cantidad de células
en el caso con scaffold y sin scaffold (control positivo) es la misma, pero remarcamos la
necesidad del scaffold al ser un material biocompatible y el pléstico tratado no serlo. Es
importante citar que el scaffold es un material implantable y biocompatible y no asi el
plastico de los cultivos celulares, disefiado solamente para un uso experimental y no de
aplicacion en el ambito clinico. Estos resultados sugieren que aunque a las células les
cueste mas adherirse inicialmente a la fibroina, puesto que la superficie no esta tratada
como en el plastico de los cultivos celulares, podemos observar que a tiempo final
(168h) la proliferacién se iguala obteniendo una cantidad de células similar al control
positivo. Este resultado avala al scaffold de fibroina optimo para futuros estudios in

Vivo.

4.4 FENOTIPO
Realizamos un analisis mediante citometria de flujo, para confirmar el fenotipo
mesenquimal de las células madre SHEDs, aisladas de un cultivo de pulpa dental de
dientes temporales, y para determinar posibles cambios fenotipicos, tras el cultivo con

los scaffolds de fibroina.

Los resultados obtenidos en la citometria de flujo fueron los siguientes:
Més del 95% de las células SHEDs, presentaron resultados positivos de los
marcadores mesenquimales, CD73, CD90 y CD105, mientras que s6lo un 5%
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presentaron resultados positivos de los marcadores hematopoyéticos CD14, CD20,

CD34 y CD45 como se puede observar en la fig. 22.
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Figura 22. Expresiébn de marcadores CD73 (22A),

CD45/CD34/CD14/CD20 (22D) a las 24 horas de siembra.
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Figura 23. Expresiobn de marcadores CD73 (23A),

CD45/CD34/CD14/CD20 (23D) a las 72 horas de siembra.
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Figura 24. Expresiébn de marcadores CD73 (24A), CD90 (24B), CD105 (24Q),
CD45/CD34/CD14/CD20 (24D) a las 168 horas de siembra.

En las figuras encontramos los marcadores especificos CD73, CD90, CD105, CD45,
CD34, CD14 y CD20 que se observan a las 24 horas (Fig. 22) y a las 168 horas (Fig.
24) estos siguen mostrandose. De esta forma podemos confirmar que tanto a las 24
horas como a tiempo final los marcadores especificos necesarios para la identificacion
del fenotipo celular siguieron mostrandose, por tanto, las células quedaron identificadas

y se pudo concluir que se trataba de células madre de dientes deciduos.

4.5 APOPTOSIS

Las SHEDs se cultivaron sobre scaffold y plastico (control) durante tres periodos
en el tiempo: 24, 72 y 168 h. Transcurrido éste tiempo, las células fueron marcadas con

Anexina-V 'y 7-AAD Yy analizadas mediante citometria de flujo.

Se representd mediante diagrama de puntos bidimensional, la distribucion de las
células vivas (Anexina- V/7-AAD"), células en apoptosis temprana (Anexina-V'/7-
AAD) y células en apoptosis tardia y necréticas (Anexina-V*/7-AAD" y Anexina-V/7-
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AAD") en SHEDs no tratadas, o en las sembradas en los scaffolds, como se observa en

la fig. 25.
Data Set 2: Experimento 1_seda Data Set 3: Experimento 1_seda Data Set 4: Experimento 1_seda
24h T2h 168h
[A] PerCP-Cy5-5-A / FITC-A i [A] PerCP-Cy5-5-A / FITC-A i [A] PerCP-Cy5-5-A / FITC-A
105 10 105
B-+ B++ B-+ B++ B-+ B++
1074 1084 10 4
< < <
RS = 10 =10
[ ¥ [T [
1075

T T T T T . T T
10° 10 10 17 1P 0 10 10 107 10 10 10

PerCP-Cy5-5-A PerCP-Cy5-3-A PerCP-Cy5-3-A
Gate %Gated Gate %Gated Gate %Gated
All 100,00 All 100,00 All 100,00
B-- 97,78 B-- 93,75 B-- 94,00
B-+ 2,05 B-+ 5,3 B-+ 4,93
B+- 0,10 B+- 0,66 B+- 0,63
B++ 0,06 B++ 0,28 B++ 0,45

Figura 25. Andlisis anexina a las 24h (25A), analisis anexina a las 72h (25B), andlisis anexina a
las 168h (25C).

A las 24 horas en la figura 25(A) podemos observar como el porcentaje de células vivas
es del 97.78%, mientras que a las 72 horas (Fig. 25(B)), hay un pequefio descenso del
namero total de células vivas situandose en el 93.75%. Sin embargo, a las 168h (Fig.
25(C)) el nimero total de células vivas remonta ligeramente a un 94%. Estos datos nos
ayudan a concluir que la fibroina de seda es un material biocompatible para las células

madre procedentes de dientes deciduos.
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DISCUSION
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5. DISCUSION

La necesidad en Odontologia de conseguir una preservacion y reparacion/regeneracion
pulpar implica la bldsqueda de tratamientos lo méas conservadores posibles. De esta
forma se consigue que los dientes sean capaces de completar la formacion radicular aun
cuando se hayan visto afectados por necrosis o pulpitis irreversible, manteniendo el

diente en boca y consiguiendo que éste siga realizando su funcion (190-192).

5.1 CELULAS MADRE EN ODONTOLOGIA REGENERATIVA

En nuestro caso se decidio utilizar el modelo celular SHEDs ya que son las células méas
indiferenciadas en el ambito oral y, por tanto, poseen una mayor capacidad proliferativa.
Tienen casi el doble de potencial de duplicacion celular y poseen mayor capacidad de
reparacion que las DPSCs (22, 193, 194). Ademas las SHEDs muestran una actividad
de fosfatasa alcalina (ALP) superior a las DPSCs, asi como una mayor diferenciacién
condrogeénica y adipogenica (193). A su vez, las SHEDs presentan mayor plasticidad y
son capaces in vivo de generar espontaneamente cantidades de hueso moderadas (194,
195). Hoy en dia las SHEDs se consideran células madre excepcionales y son una

importante, accesible y no invasiva fuente de células madre (194, 196).

En la tabla 6 se describen diversos estudios realizados con CMMs de origen dental cuyo
objetivo es la regeneracion y/o reparacion pulpar. Entre estos estudios aparecen las

SHED:s, lo que avala la eleccion de este modelo celular.
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Tabla 6. Resumen de estudios con células madre dentales cuyo objetivo fue Ia
reparacion/regeneracion dental.
Autor vy | Titulo Linea | Resultados Conclusiones
ano Celular
Huang Stem/progenitor DPSCs | Junto con fragmentos | Las DPSCs
GT-J cell-mediated  de de raices de dientes | presentan
(2010)™®” | novo regeneration humanos y scaffold de | potencial ~ para
of dental pulp with PLG las DPSCs son | regeneracion
newly  deposited capaces de inducir | pulpar in vitro.
continuous layer of regeneracion
dentin in an in dentinopulpar.
vivo model.
Lee  JH | Odontogenic DPSCs | Mediante la accion | Las DPSCs
(2011)™®7 | differentiation of medio de cultivo | presentan
human dental pulp preameloblastico  en | potencial para
stem cells induced ratones regeneracion
by preameloblast inmunodeprimidos, pulpar in vivo.
derived factors. DPSCs fueron capaces
de diferenciarse a
células similares a
odontoblastos.
Huang The hidden | SCAPs | Se  obtuvo  tejido | Las SCAPs
GT-J treasure in  apical similar a la pulpa con | pueden ser
2009) @2 papilla: the \arizacié d
( ) potential role i una  vascularizacion | usadas para
pulp/dentin bien establecida y en | ingenieria de
regeneration  and ratones tejidos y
bioroot . - .
L inmunodeprimidos se | regeneracion
engineering.
cred una capa continua | pulpar in vivo.
de tejido similar a la
dentina.
Shi S | The efficacy of | SHEDs | Trasplantes Las SHEDs
(2005)(9) mesenchymal stem xenogeénicos con HA y presentan
cells to regenerate S'_'!EDS g;neraroln .
and repair dental tejidos parecidos a la | potencia para
dentina, con capas de
83
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structures.

odontoblastos
recubriendo la matriz

regenerar tejidos

dentales humanos

dentinaria
remineralizada in vivo.
Cordeiro | Dental pulp tissue | SHEDs | SHEDs sembrados | Las SHEDs
MM engineering  with sobre scaffolds | representan una
(2008)2 | stem cells from biodegradables con | fuente viable de
exfoliated fragmentos de dientes | células para la
deciduos teeth. humanos se | ingenieria de
diferenciaron a células | tejidos dentales.
similares a
odontoblastos
Gotlieb An ultrastructural | SHEDs | SHEDs cultivadas | En  endodoncia
EL investigation  of sobre scaffold de &cido | regenerativa  es
(2008)™%9 | tissue-engineered poliléctico se | necesario el
pulp constructs implantaron en | tratamiento de los
implanted  within premolares humanos | conductos y su
endodontically extraidos y | limpieza para que
treated teeth. endodonciados, y se | las células madre
comprobd que existia | puedan adherirse
adherencia celular. y favorecen la
regeneracion
pulpar.
Vanacker | Hypoxia SCAPs | SCAPs expuestas a | Se comprueba el
J modulates the condiciones de hipoxia | potencial de las
(2014)® | differentiation (1% O,) son capaces | SCAPs para

potential of stem
cells of the apical

papilla.

de diferenciarse de

forma espontanea.

producir
regeneracion

dentino-pulpar
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5.2 TIPOS DE SCAFFOLDS

Los scaffolds son armazones tridimensionales para el crecimiento celular y se
consideran necesarios para la correcta proliferacion de las células madre. La busqueda
de scaffolds “ideales” para la regeneracion tisular resulta imprescindible para el avance
de la Odontologia Regenerativa. En nuestro caso utilizamos un scaffold de fibroina de
seda, debido a que se trata de un biomaterial natural que no presenta citotoxidad y es
biocompatible, con propiedades cicatrizantes y regenerativas (78, 90), que facilita la

adhesion y proliferacion celular (201).

Se han realizado diversos estudios con diferentes tipos de scaffolds. Rui Li y col. (202)
en la busqueda de un scaffold natural ideal us6 un scaffold de “dentina humana”
(hnTDM) que fue combinado con células madres procedentes del foliculo dental
(DFSCs) in vivo durante 8 semanas, cuyo constructo se implanté en un raton. El
crecimiento, la viabilidad y la citotoxicidad de las DFSCs en la superficie del hTDM
estuvieron por encima del control (fosfato calcico). In vivo el constructo hTDM mas
células madre procedentes del foliculo dental indujo y ayudo a la regeneracion de los
tejidos pulpares, que expresaron marcadores de dentina DSP y DMP-1. DFSCs y hTDM
fueron responsables de la regeneracion de los tejidos dentinarios, por lo que
concluyeron que el scaffold de hTDM resultd ser un biomaterial ideal para la
regeneracion dentinaria en humanos. Tran H y col. (203) investigaron sobre el uso de
scaffolds de dentina junto con DPSCs en ratones, dicho estudio evidencid regeneracién
de tejidos dentinarios, expresando marcadores especificos de dentina las DPSCs, asi
como matriz de dentina; ademas los nuevos tejidos formados mostraban anticuerpos
mitocondriales humanos, por lo que concluyd que podria utilizarse en el futuro como

terapia para endodoncia y traumatismos dentales de tejidos duros.

Mangano C y col. (204) realizaron otro estudio con scaffolds de origen natural como es
el biocoral sembrado con DPSCs. A las 8, 24 y 48h de cultivo las células no se
adhirieron a la superficie externa pero si se colocaron en las cavidades internas de la
estructura de biocoral. Despues de 7, 15 y 30 dias de cultivo, se observé que las DPSCs
se encontraban en los poros del scaffold de biocoral, también se evidencié una secrecién
de matriz extracelular y diferenciacion hacia osteoblastos. Se observo la formacion de
hueso difuso, asi como que las células estaban completamente integradas en todas las
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cavidades del biocoral y hubo un aumento en la expresion del gen de osteocalcina,
osteopontina (OPN) y sialoproteina 6sea (BSP). En este estudio se concluyé que la
mezcla de scaffolds de biocoral sembrados con DPSCs promovia la diferenciacion a
celulas similares a osteoblastos.

Zhang y col. (205) en un experimento con un constructo scaffolds de seda y células
endoteliales, puso a prueba la capacidad de los tejidos para favorecer rapida y
extensamente el proceso de vascularizacion. Se evidencid in vitro la promocion de
prevascularizacion en los canales, facilitando asi el crecimiento celular endotelial, la
secrecion de VEGF vy la formacion de tubos capilares. Cuando se implant6 in vivo, las
redes vasculares en los scaffolds se anastomosaron con los vasos del animal, acelerando
la infiltracion vascular a lo largo de toda la construccién de tejido, lo que proporciond
nutrientes suficientes para garantizar la supervivencia de células madre trasplantadas.
Por lo que concluyeron que el uso de scaffolds de seda podria usarse de forma efectiva

en la regeneracion tisular con células madre.

Sarang y col. (206) realiz6 una busqueda bibliogréafica sobre los principales scaffolds
existentes. Con dicha bdsqueda determiné que el colageno ofrecia ventajas respecto a
otros en biocompatibilidad y bioactividad, ya que promocionaba la adhesién celular,
migracion celular y el crecimiento celular (207); en los estudios de DPSCs sobre estos
scaffolds ha sido capaz de formar una matriz organizada similar al tejido pulpar (208) e
incluso en un estudio in vivo junto a factores de crecimiento durante tres semanas la

pulpa dental se revascularizd y se cred neodentina (128).

Respecto a la fibrina se ha evidenciado ser atractiva para favorecer la angiogénesis
(209). En un estudié en el que usaron fibrina con factores ricos en plaquetas (FRP) en
un modelo porcino, se obtuvo la formacion de un diente completo, con corona, raices,

pulpa, esmalte, dentina, cemento, vasos sanguineos y ligamento periodontal (210).

Otro de los biomateriales usados en la terapia celular ha sido el alginato. Este
biomaterial ofrece una adecuada biocompatibilidad (211); ademas proporciona una
matriz donde la regeneracion pulpar y periodontal pueden llevarse a cabo, siendo Uutil
para la liberacion de factores de crecimiento (181). No obstante, su baja dureza y
degradacion in vivo incontrolable ha hecho que no se haya usado en exceso como
scaffold (211).
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En el caso del acido hialuronico se ha descrito que se trata de un excelente y potencial
scaffold para la regeneracion de tejido, es biocompatible y posee un bajo potencial
inmunogénico, pero pobres propiedades mecanicas y una degradacion in vivo répida,
aunque puede ser controlada con la modificacion quimica de polimeros (212); el &cido
hialuronico en combinacion con esponjas de colageno ha demostrado inducir y

mantener la proliferacion pulpar (213).

Otro polimero natural como es el chitosan, ha demostrado ser biocompatible,
biodegradable, antimicrobiano y con capacidad de cicatrizar tejidos y tener efectos
osteoinductivos; presenta buenas expectativas de regeneracion periodontal (214), asi

como de regeneracion de tejido 6seo (215).

La fibroina de seda mejora a todos estos materiales citados debido a su facilidad de
produccidn, resistencia mecanica, mayor biocompatibilidad y bioactividad. (78, 90,
201)

En la tabla 7 se exponen los estudios mas relevantes en cuanto al uso de scaffolds en

odontologia regenerativa.

Tabla 7. Resumen de estudios de Ingenieria Tisular Odontoldgica.

Autor y afio Titulo Scaffold Accion Conclusién
Rui L Human treated | Scaffold de | hDTM indujo vy | Biomaterial
(2011)@2 dentin  matrix | dentina ayudo a | ideal para
as a natural | humana regeneracion  de | regeneracién
scaffold for | ("nTDM) tejidos  pulpares, | dentinaria en
complete las DFSCs | humanos in
human dentin presentaron un | vivo.
tissue aumento por
regeneration encima del control.

Juntas produjeron
regeneracion  de
tejidos dentinarios.

Carlo M Human dental | Scaffold de | Diferenciacion de | Formacion de
(2011)%¥ pulp stem cells | biocoral las DPSCs hacia | osteoblastos
hook into osteoblastos, gracias al uso
biocoral formacion de | de scaffolds de
scaffold hueso difuso y | biocoral junto
forming an celulas integradas | con DPSCs.
engineered en la cavidad del
biocomplex biocoral
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Zang W Vascularization | Scaffold de Las redes Podrian usarse
(2015)©@%) of hollow seda vasculares en los | los scaffolds de
channel- scaffolds y el seda de forma
modified animal se efectiva en la
porous silk anastomosaron, lo | regeneracion
scaffolds with que proporciono tisular con
endothelial nutrientes celulas madre.
cells for tissue suficientes para
regeneration garantizar la
supervivencia de
células madre
trasplantadas.
Sakai S | Synthesis and | Scaffold de | Se comprobd que | Presenta  una
(2007)@tV) characterization | alginato es biocompatible y | degradacion in
of both no tdxico, ademas | vivo
ionically  and de una buena | incontrolable,
enzymatically matriz para la | no es un buen
cross-linkable liberacion de | scaffold para
alginate factores de | regeneracion
crecimiento endodontica
Ouasti S | Network Scaffold de | Se compararon | Excelente vy
(2011)@2) connectivity, acido diferentes scaffold | potencial
mechanical hialurénico | de acido | scaffold para
properties and hialurénico a | regeneracion
cell  adhesion diferentes de tejido,
for hyaluronic concentraciones y | biocompatible
acid/PEG pesos moleculares |y bajo
hydrogels potencial
inmunogénico,
pobres
propiedades
mecanica y
degradacion in
vivo rapida que
puede ser
controlada con
polimeros.
Yang Dental pulp Scaffolds de | Junto con DPSCs, | Fuerte
JW(2015)@®) | tissue fibroina se cred tejido bien | potencial
engineering vascularizado y se | terapéutico
with bFGF- cred una nueva para su uso en
incorporated matriz y formacion | odontologia
silk fibroin de dentina, al MEB | regenerativa.
scaffolds buena adhesion y

proliferacion de las
células
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5.3 SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR.

Para el estudio de la viabilidad celular, es decir, evaluar tanto la citotoxicidad como la
proliferacion celular existen diversos métodos in vitro. La prueba ideal debe tener una
serie de caracteristicas principales como: ser en un paso, sensible, segura, no toxica para

las células y fiable (219).

En el caso de nuestro estudio la prueba utilizada fue el ensayo de Alamar Blue (219,
220). Resazurina es el nombre original del Alamar Blue (220), se trata de un colorante
que acttiia como intermediario aceptando electrones en la cadena de transporte entre la
reduccion final del oxigeno y la citocromo-oxidasa mediante la sustitucion de oxigeno
molecular como aceptor de electrones (219-221). Esta reduccion enzimatica del
colorante indica las células viables y sirve como una herramienta eficaz para evaluar la
proliferacion celular, ademéas de ser una buena técnica de cribado (219). Se puede
aplicar en estudios de concentracion de células animales, plantas, levaduras y bacterias
entre otros (219). Esta reaccion produce un cambio de color en el medio de cultivo de
azul a rosa, que se puede medir facilmente. Al ser soluble en medios de cultivo, estable
en solucion y no destructivo para las células, su monitorizacion es posible, por esto se
considera superior a las pruebas clasicas para la viabilidad celular como el MTT (220,
222).

Otro método es el ensayo colorimétrico de sal de tetrazolio de MTT descrito por
Mosmann en 1983 (223) para medir la citotoxicidad y proliferacion celular. Este
método se basa en la reduccién del 3-(4.5-dimeltiltiazol-2-yl)-2.5-difeniltetrazolio
bromuro, un colorante amarillo que es soluble en agua y que es reducido en celulas
viables mediante los componentes de la cadena respiratoria a formazan (cristales azul
violeta, insoluble en agua), fundamentalmente por la respiracion (deshidrogenasas
mitocondriales) y su flujo de electrones, lo cual es intrinsecamente téxico para las
células (224, 225). Durante la investigacion se intento realizar el estudio mediante este
método, pero se encontro el problema de que era necesario eliminar completamente la
sustancia de MTT para no falsear los resultados y al tratarse de esponjillas porosas
(scaffolds de fibroina) su eliminacion completa era practicamente imposible, debido a
que quedaban restos de MTT entre los poros de éstas, es por ello que se decidié cambiar

la prueba y se realizé un ensayo de Alamar Blue.
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Diferentes autores han usado Alamar Blue para trabajos de viabilidad sobre fibroina de
seda. Panda y col. (226) evaluaron tanto las propiedades mecéanicas como el potencial
osteogénico de un scaffold de fibroina de seda mediante el ensayo de Alamar Blue,
comprobaron la adhesion y proliferacion celular en scaffolds de fibroina demostrando
que éstas eran mayores en los scaffolds que en el caso del control. Por otro lado, Yan y
col. (227) evaluaron el rendimiento biolégico de los scaffolds de seda macro y
microporos frente a scaffolds de fosfato de calcio y nanocalcio. Gracias al uso del
ensayo de Alamar Blue comprobaron que los scaffolds no eran citotdxicos y que podian
soportar la viabilidad y proliferacion de las células mesenquimales. Shi y col. (228)
realizaron un estudio en el que usaron particulas de fibroina de seda con un diametro
medio de 980 nm, usando el ensayo de Alamar Blue obtuvieron una adecuada viabilidad
celular en presencia de particulas de fibroina de seda. Mauney y col. (229) estudiaron
diferentes biomateriales formados por fibroina de seda junto con células madre
mesenguimales derivadas de tejido adiposo y médula 6sea humana, usando Alamar
Blue, obtuvieron una excelente tasa de viabilidad celular (>80%) en todos los tipos de
biomateriales. Mieszawska y col. (230) estudiaron diversos biomateriales compuestos
con proteina de seda y arcilla para la formacion de tejido 6seo, comprobaron la
viabilidad celular mediante el ensayo de Alamar Blue dos semanas después del cultivo,
concluyendo que estos sistemas pueden ser Utiles para promover estudios adicionales

sobre regeneracion ésea.

5.4 SOBRE LA APOPTOSIS CELULAR.

Para evaluar la citotoxicidad se investigé la apoptosis/necrosis de las SHEDs cultivadas
en los scaffolds de fibroina mediante la doble tincién celular con Anexina-V y 7-
aminoactinomicina D (7-AAD), usando citometria de flujo. La primera, conjugada con
un marcaje fluorescente (FITC), se utiliz6 como indicador de apoptosis temprana, ya
que se une a la fosfatidilserina, proteina que se detecta en las membranas de células
dafiadas o en fases tempranas de apoptosis. Por otro lado, la 7-AAD es una molécula
fluorescente con una fuerte afinidad por los &cidos nucleicos, cuya incapacidad para
atravesar las membranas celulares no dafiadas la hacen ideal en la determinacion de
mortalidad de las células en cultivo. Este metodo permite diferenciar tres diferentes
estadios de apoptosis, 1o que permite conocer si la célula se encuentra en una etapa
temprana de la muerte celular, o bien, en una etapa tardia en la cual ya se encuentra
presente la necrosis secundaria. Se diferencian: células viva (Anexina-V-/7-AAD-),
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apoptosis temprana (Anexina-V+/7-AAD-) y apoptosis tardia y células necroticas
(Anexina-V+/7-AAD+). Esta técnica requiere células integras, por lo que su uso se

recomienda para estudios in vitro (218, 231) como es el caso de nuestro estudio.

Este ensayo ha sido usado en estudios previos como los de Rodriguez Lozano y col.
(218), Wang y col. (231), Xu y col. (232). Rodriguez Lozano y col. (233) en un estudio
en el que utilizaron fibroina de seda como en nuestro caso, comprobaron gue la fibroina
de seda y el oxido de grafeno cultivados junto con PDLSCs a tiempo final presentaban
una viabilidad mayor que la muestra control ademés de una gran biocompatibilidad.
Vera My col. (234) realiz6 un estudio con PDLSCs sobre fibroina de seda y grafeno en
el que pudieron concluir que las células a los diez dias presentaban una viabilidad de
méas del 95% y concluyeron que los andamios de fibroina y grafeno podrian ser
considerados unos andamios prometedores y biocompatibles que sirvan para la
proliferacion, viabilidad y funcion de las PDLSCs.

En nuestro estudio se ha utilizado esta técnica y se ha podido determinar que las SHEDs
presentaban una viabilidad del 94% demostrando que la fibroina de seda es un material

biocompatible para las células madre procedentes de dientes deciduos

5.5 SOBRE EL ANALISIS DE LA EXPRESION DE MARCADORES DE
SUPERFICIE DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES POR
CITOMETRIA DE FLUJO

Para realizar la identificacion del tipo celular usado se siguieron los criterios que
recomienda la Sociedad Internacional de Terapia Celular. Las CMMs deben ser plastico
adherentes cuando se mantienen en condiciones de cultivo estandar, ademas de expresar
los marcadores celulares CD105, CD73, CD90 y carecer de expresion de CD45, CD34,
CD14, CD11b, CD79a o CD19 y moléculas de superficie HLA-DR (235). La técnica
utilizada para su identificacion fue la citometria de flujo, usada de forma cotidiana para
la identificacion de marcadores celulares (235).

Pecci Lloret y col. (236), Rodriguez Lozano y col. (218, 233) y Vera y col. (234)
utilizaron estos criterios para identificar el fenotipo de las células madre procedentes de
pulpa dental (DPSCs). Vera y col. (234) para confirmar el fenotipo mesenquimal de las
PDLSCs comprobaron que todos los materiales que utilizaron presentaban las

moléculas de superficie CD73, CD90 y CD105 con niveles del 99°5%, mientras que la

91
TESIS DOCTORAL — MARIA PILAR PECCI LLORET



Potencialidad de la fibroina de seda como scaffold para reparacion y regeneracion pulpar

expresion de los marcadores CD14, CD20, CD34 y CD45 fueron menor del 5%,
concluyendo que estos materiales pueden ser buenos para ser utilizados como ductores
de la diferenciacion osteogénica en PDLSCs. Rodriguez Lozano y col. (233)
comprobaron el fenotipo de las PDLSCs, siendo positivo en mas del 95% para los
marcadores CD73, CD90 y CD105, no alterando el nivel de expresion de éstos en 24h,
48h, 72h, 96h o 168h; siendo negativos para los marcadores hematopoyéticos CD14,
CD20, CD34 y CD45. Pecci Lloret y col. (236) comprobaron el fenotipo de las DPSCs
donde los marcadores CD73, CD90 y CD105 fueron positivos en un porcentaje muy
alto, mientras que los marcadores hematopoyéticos CD20, CD34 y CD45 fueron
negativos. En nuestro estudio se comprobd el fenotipo de las SHEDs donde se
presentaron un 95% de resultados positivos de los marcadores mesenquimales, CD73,
CD90 y CD105, mientras que s6lo un 5% presentaron resultados positivos de los
marcadores hematopoyéticos CD14, CD20, CD34 y CD45

5.6SOBRE EL ANALISIS DE LA MORFOLOGIA Y ADHERENCIA CELULAR
MEDIANTE MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO

El microscopio electronico de barrido (MEB o SEM por sus siglas en inglés “Scanning
Electron Microscope”) es aquel que utiliza un haz de electrones para formar una
imagen. Aporta una gran profundidad de campo y permite trabajar a altas resoluciones,
lo cual conlleva la posibilidad de examinar las muestras a alta magnificacion. Se pueden
observar por tanto detalles del orden de nandmetros. Este, a diferencia del microscopio
optico, sustituye la luz por el haz de electrones que barre la muestra y las lentes por

electroimanes

Son muchos los autores que han utilizado el microscopio electrénico de barrido para
analizar la morfologia celular asi como la adhesion, Pecci Lloret y col. (236) lo
utilizaron para ver la presencia de DPSCs en cultivos sobre fibroina de seda en scaffolds
y en films y poder realizar una comparativa de ambos. Zhu y col. (237) y Balto y col.
(238) observaron mediante microscopia electronica de barrido, la morfologia celular y
adhesion de distintas células cultivadas en presencia de MTA. Vera y col. (234) lo
utilizaron para analizar la adhesion y morfologia celular junto con compuestos de
fibroina de seda y éxido de grafeno. A su vez, Collado-Gonzalez y col. (239, 240)
utiliz6 este método en diversos estudios con células madre derivadas del ligamento
periodontal humano y células madre derivadas de dientes deciduos, comprobando tanto
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la morfologia como la adhesion celular. En nuestro caso hemos podido comprobar la
morfologia de las SHEDs sobre los scaffolds de fibroina de seda, asi como la adhesién y

proliferacién de éstas a diferentes horas.

5.7 SCAFFOLDS DE FIBROINA PARA REGENERACION

Las DPSCs junto con scaffolds de fibroina han demostrado ser un buen candidato para
futuros tratamientos regenerativos endoddnticos, asi como en ingenieria tisular, ya que
las células presentan buena adhesion y proliferacion (216, 217). En un estudio realizado
por Wen Yan y col. (216) con DPSCs y scaffolds de fibroina se pudo comprobar
histoldgicamente que el tejido creado estaba bien vascularizado y a su vez, se consiguid
una nueva matriz y formacion de dentina. Al igual que en nuestro estudio, al
microscopio electrénico de barrido se observé una buena adhesion de las células y
proliferacion de las mismas (216). Woloszyk y col. (217) realizaron también un estudio
con DPSCs vy scaffolds de fibroina en el cual concluy6 que la combinacion de ambos
cultivados bajo un estimulo mecénico podria ofrecer un nuevo y prometedor enfoque
para la ingenieria de tejidos 6seos, donde se requiere la regeneracion 6sea adecuada y
rapida en los tejidos estimulados mecanicamente. Rodriguez-Lozano y col. (218)
realizaron una investigacion en la que utiliz6 PDLSCs junto con films de fibroina y
grafeno donde pudo concluir que la combinacion de las células con los films tenia un
fuerte potencial terapéutico para su uso en odontologia regenerativa. Estos resultados
concuerdan con los nuestros obtenidos en cuanto a proliferacion y a viabilidad celular
con SHED:s.

Los scaffolds de fibroina también han sido utilizados en medicina regenerativa, ademas
de en odontologia. En un estudio (241) fue utilizado como barrera fisica para la
prevencion de la adhesion de las hernias y los resultados fueron positivos, mejorando la
curacion, minimizando la adhesion, concluyéndose que era seguro y podia mejorar los
resultados de la cirugia (241). También fueron 6ptimos los resultados en estudios
realizados con scaffolds de fibroina junto con otros materiales como acido polilactico y
colageno, para promover la condrogénesis del cartilago demostrandose que era un
material prometedor para la ingenieria de tejidos cartilaginosos, su reparacion y
regeneracion (242, 243). Incluso en regeneracion corneal, existen estudios que
demuestran que los scaffolds de fibroina ayudaban a la reparacion de la superficie
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dafada y que sus resultados eran dptimos (244). Todos estos estudios avalan el uso del
scaffold de fibroina como muy adecuado para su uso en medicina y odontologia

regenerativa.

La existencia de esta nueva tendencia como es la odontologia regenerativa, ha
favorecido el uso de scaffolds (216). Los resultados obtenidos en estudios de SHEDs
junto a un scaffold de chitosan y factor de crecimiento transformante B1 (TGFbl)
mostraban una unién correcta a la estructura, mejorandose la diferenciacion
osteogénica. En base a esto, concluy6 que era bueno para la regeneracion de hueso in
vivo (245). Otro estudio combind un innovador periostio artificial formado por
dexometasona (DEX) con alcohol de polivinilo (PVA), obtenido a partir de nanofibras
de un scaffold poroso junto con SHEDs. EI MTT demostré que era compatible y no
toxico para las SHEDS, pudiendo concluir que este scaffold proporciona un medio
osteinductivo a las SHEDS para su diferenciacion (191).

Varios estudios in vivo en los que fueron utilizados scaffolds de plasma rico en
plaquetas, el tejido pulpar pudo ser regenerado en un diente humano, por lo que se
concluyé que era un scaffold ideal para procesos endodonticos regenerativos (192, 246).

Todos los estudios anteriormente expuestos demuestran que la regeneracién pulpar es
posible, por lo que nosotros con este estudio, hemos querido comprobar la
biocompatibilidad de un scaffold de fibroina de seda junto con SHEDs, al ser esta una
sustancia que se caracteriza por sus propiedades regenerativas y su eficacia ha sido
demostrada en medicina regenerativa, pero en odontologia no existen estudios en la

actualidad, que hayan comprobado su utilidad en este tipo de tratamientos.
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CONCLUSIONES
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6 CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en este estudio podemos deducir las siguientes

conclusiones:

Es posible establecer un cultivo primario a partir de células madre de dientes
deciduos.

La obtencion de un scaffold a partir de fibroina de seda es un proceso
relativamente sencillo y reproducible.

Las SHEDs mantienen su morfologia y se adhieren al scaffold con facilidad.

Las SHEDs son capaces de proliferar sobre un scaffold de fibroina de seda con
resultados de proliferacion similares a las células sin scaffold aunque puedan
requerir mas tiempo.

La citometria de flujo demuestra la viabilidad celular de las SHEDs.

El scaffold de fibroina no cambia los marcadores de membrana estudiados de las
SHEDs cuando proliferan sobre él.

El scaffold tampoco induce la apoptosis de las SHEDs que son incubadas en él.
Como conclusion final, el scaffold de fibroina resulta biocompatible para las
SHED:s.
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ANEXO 1

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Do ,ycon DNIn®........... yDofla .....ooooviiiii ,
con DNI n®.............ol. como tutores de ...oiiiiiiiiiii ,
menor de edad, manifiestan que han sido informados sobre los beneficios que podria
suponer la extraccion y donacion de un diente deciduo para cubrir los objetivos del
Proyecto de Investigacion titulado “POTENCIALIDAD DE LA FIBROINA DE SEDA
COMO SCAFFOLD PARA REPARACION Y REGENERACION PULPAR”, dirigido
por D. Francisco Javier Rodriguez Lozano, teléfono de contacto: 609406624 y correo
electronico: fcojavier@um.es, con el fin de mejorar los tratamientos de regeneracion o
reparacion en dientes con la pulpa afectada.

He sido informado/a de las pruebas que van a ser realizadas pretenden determinar la
biocompatibilidad de la fibroina de seda con células madre de dientes deciduos

He sido informado de que los datos y la informacion que se recojan y traten durante la
investigacion seran disociados.

He sido también informado de que puedo abandonar en cualquier momento mi
participacion en el estudio sin dar explicaciones y sin que ello me suponga perjuicio
alguno.

Tomando ello en consideracion, OTORGO mi CONSENTIMIENTO a esta extraccion y
donacion y a que sea utilizada para cubrir los objetivos especificados en el proyecto.

XXX, a XX de XXXXX de 20XX.

Fdo. D/Dfa.
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ANEXO 2
HOJA DE INFORMACION A LA PERSONA PARTICIPANTE

Sobre el proyecto POTENCIALIDAD DE LA FIBROINA DE SEDA COMO SCAFFOLD PARA
REPARACION Y REGENERACION PULPAR

Estimado Sr. o Sra.:

Le invitamos a participar en un estudio de investigacién sobrePOTENCIALIDAD DE
LA FIBROINA DE SEDA COMO SCAFFOLD PARA REPARACION Y REGENERACION PULPAR.

Objetivos

El estudio POTENCIALIDAD DE LA FIBROINA DE SEDA COMO SCAFFOLD PARA
REPARACION Y REGENERACION PULPAR pretende determinar la biocompatibilidad de la
fibroina de seda con células madre de dientes deciduos.

Datos de los investigadores

Ante cualquier duda o renuncia que pueda surgir en relacién con su participacion
en la presente investigacion, pueden dirigirse a la persona responsable de la
misma, cuyos datos son los siguientes:

Nombre: Maria Pilar Pecci Lloret

Cargo: Doctoranda

Direccién de contacto: Avenida Victoria, 8, 5B, 30.007 MURCIA
Correo electronico: mpilar.pecci@gmail.com

Teléfono de contacto: 620105033

Uso confidencial de los datos

Los datos personales seran protegidos e incluidos en un fichero que estara
sometido a y con las garantias de la ley 15/1999 de 13 de diciembre de proteccion
de datos personales.

Derecho de la persona a retirarse del estudio

Puede abandonar en cualquier momento su participaciéon en el estudio sin
tener que dar explicaciones y sin que ello suponga perjuicio alguno.

En consecuencia, le solicitamos que firme y entregue la hoja de consentimiento
informado que se adjunta.

Firmado: En nombre del equipo investigador, Maria Pilar Pecci Lloret.

125
TESIS DOCTORAL — MARIA PILAR PECCI LLORET



Potencialidad de la fibroina de seda como scaffold para reparacion y regeneracion pulpar

ANEXO 3

INFORME DE LA COMISION DE ETICA DE INVESTIGACION
DE LA UNIVERSIDAD DE MURCIA

UNIVERSIDAD DE |\ .. torado de ( oM m
MURCIA Investigacion CEI !
westgac CAMPUS MARE NOSTRUM

INFORME DE LA COMISION DE ETICA DE INVESTIGACION
DE LA
UNIVERSIDAD DE MURCIA

Jaime Peris Riera, Catedratico de Universidad y Secretario de la Comision de
Etica de Investigacion de la Universidad de Murcia

CERTIFICA:

Que D? Marfa Pilar Pecci Lloret ha presentado la Tesis Doctoral titulada
"Potencialidad de la fibroina de seda como scaffold para reparacion y
regeneracion pulpar”, dirigida por el Dr. D. Francisco Javier Rodriguez Lozano
y el Dr. D. Ricardo Elias Onate Sanchez a la Comision de Etica de
Investigacion de la Universidad de Murcia.

Que dicha Comision analiz6 toda la documentacion presentada, y de
conformidad con lo acordado el dia 13 de enero de 2017', por unanimidad, se
emite  INFORME FAVORABLE, desde el punto de vista ético de la
investigacion.

Y para que conste y tenga los efectos que correspondan, firmo esta
certificacion, con el visto bueno del Presidente de la Comision

Ve B°®
EL PRESIDENTE DE LA COMISION
DE ETICA DE INVESTIGACION DE LA
UNIVERSIDAD DE MURCIA

Emisor ded centhicado: CN-AC FNMT Usuarios, OU-Ceres,0-FNMT-RCM.C-ES.
714:50:33; Emisor del certficado: CN=AC FNMT Usuarios, OU=Ceres,0=FNMT-RCM.C=ES,

Fdo.: Antonio Juan Garcia Fernandez
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[ Femante: ANTONIO JUAN GARCIA FERNANOEZ: _Fecha-hora

! A los efectos de lo establecido en el art. 19.5 de la Ley 40/2015 de 1 de octubre de Régimen Juridico del Sector
Publico (B.O.E. 02-10), se advierte que el acta de la sesion citada esta pendiente de aprobacion

Codigo seguro de verificacion: RUxFMt4o-14isWqlH-o0jKGOKX0-TVu30nvL COPIA ELECTRONICA - Pagina 1 de 1

Esta es una E a auténtica imprimible de un documento administrativo electronico archivado por la Universidad de Murcia, segun el artfculo 27.3 c) de la Ley 39/2015, de 2 de
octubre. Su autenticidad puede ser contrastada a través de la sigulente direccion: https://sede.um.es/validador,
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ANEXO 4

-

POSTER | JORNADAS DOCTORALES

| JORNADAS DOCTORALES
ESCUELA INTERNACIONAL DE DOCTORADO
UNIVERSIDAD DE MURCIA

M. Vera-Sénchez, M. Gonzélvez, M. Vallés , M.P. Pecci-Lloret, M.R. Pecci-Lloret, J. Guerrero, J.F. Martinez-Lage, R.
Oiate, F.J. Rodriguez-Lozano, D. Garcia-Bernal, S. Aznar-Cervantes, M.C. Alguerd, N.M. Atucha, J.E. Millan- Rivero, P.
Romecin-Duran, J.M.

Han participado presentando un poster titulado:

Effects of Composite Films of Silk Fibroin and Graphene Oxide on the Proliferation, Cell Viability and Mesenchymal
Phenotype of dental Stem Cells.

En las | Jornadas Doctorales de la Universidad de Murcia, los dias 28 y 29 de abril de 2015 organizado por la Escuela
Internacional de Doctorado de la Universidad de Murcia (EIDUM).

_Murcia, 29 de abril de 2015

N,

Fdo. Cecilia M2 Ruiz Esteban

Secretaria Escuela Internacional de Doctorado
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ANEXO 5
POSTER 111 JORNADAS DOCTORALES

g

LA ESCUELA INTERNACIONAL DE DOCTORADO
DE LA UNIVERSIDAD DE MURCIA

Certifica Que,

D/Dna. M.P. Pecci Lloret, M. Collado Gonzaélez, C. J. Tomas Catala,

F. ). Rodriguez Lozano, M. R. Pecci Lloret

Han participado presentando un poster titulado: Efecto de la fibroina de seda sobre
células madre de dientes deciduos, en las Il Jornacas Doctorales de la Universidad de
Murcia, los dias 20, 31 de mayo y 1 de junio de 2017 organizado por la Escuzla Interna-

cional de Doctorado de la Universidad de Murcia (EIDUM).

Murcia, 1 de junio de 2017

11 JORNADAS DOCTORALES e
U N|\/‘ERS|DAD DE [\A URC'A Fdo. Cecilia M? Ruiz Esteban

ESCUELA INTERNACIONAL DE DOCTORADD SECRETARIA ESCUELA INTERNACIONAL DE DOCTORADO
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CERTIFICADO COMUNICACION ORAL
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SOCIEDAD ESPANOLA pe R
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CERTIFICADO

La comunicacién titulada:

ESTUDIO DE BIOCOMPATIBILIDAD DE LA FIBROINA DE SEDA EN CELULAS
MADRE PROCEDENTES DE DIENTES DECIDUOS.

de la que es/son autor/es:
PECCI LLORET M.P, COLLADO GONZALEZ M. GARCIA BERNAL D. ONATE

SANCHEZ R., RODRIGUEZ LOZANO FJ.

ha sido presentada de forma comunicacién oral durante la XXXVIII Reunién
Anual de la Sociedad Espaiiola de Odontopediatria celebrada en La Corufia los
dias 26,27 y 28 de mayo de 2016.

B e
Francisco J. Sdnchez Gonzélez-Dans Dra. Olga Cortés Lillo
Presidente Comité Organizador Presidenta SEOP
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comunicacion Menéndez Pelayo, 4-6 - 2°8 15005 La Coruiia TIf.-98190 90 12

129
TESIS DOCTORAL — MARIA PILAR PECCI LLORET



Potencialidad de la fibroina de seda como scaffold para reparacion y regeneracién pulpar

ANEXO 7
CERTIFICADO COMUNICACION ORAL

CONGRESO SESPO 2016
= XXl Congreso Nacional de la 11112 NOV 2016
= Sociedad Espafiola de " MURCIA

& Epidemiologia y Salud Publica Oral

D. Antonio José Ortiz Ruiz, Presidente del Comité Cientifico y Diia. Yolanda Martinez
Beneyto, Presidenta del Comité Organizador del XXIl Congreso Nacional de la
Sociedad Espaiiola de Epidemiologia y Salud Publica Oral, celebradas del 11 a
12 de noviembre de 2016 en el Hospital General Universitario Morales Meseguer.

Certifican que la Comunicacién Oral con el titulo:

POTENCIONALIDAD DE LA FIBROINA DE SEDA COMO
SCAFFOLD PARA REGENERACION PULPAR

Ha sido presentada, en el citado congreso, por los autores:

Pecci Lloret, M.P.; Tomas-Catala, C.J.; Gonzalvez Collado, M.;
Rodriguez Lozano, F.J.; Elias Onate, R.

Y para que asi conste a los efectos oportunos, firmo el presente certificado en Murcia

a doce de noviembre de dos mil dieciséis.

Fdo. Antonio José Ortiz Ruiz Fdo. Yolanda Martinez Beneyto
Presidente Comité Cientifico ' Presidenta del Comité Organizador

Secretaria Técnica: Eventos en Plural:
vaww.eventosenplural.com Telff Fax: +34 968 93 23 60
_ Inscrita en el Registro de Actividades Turisticas OPC.MU.004.
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ANEXO 8
CERTIFICADO COMUNICACION ORAL
CONGRESO SEOP 2017
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SOCIEDAD ESPANOLA l‘)l': S ST @ .
o D ODONTOPEDIATRIA o0
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Sociedad Espasiola
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Comité Organizador

y M2 Asunciéon Mendoza Mendoza, Presidenta del Comité Organizador, y
Presidenta:

M? Asuncion Mendoza Mendoza Paloma Planells del Pozo, Presidenta del Comité Cientifico, de la XXXIX
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Vocales:

Carolina Caleza Jiménez
Irene M? Gonzalez Aroca
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Rocio Martin Martin
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Paloma Planells del Pozo

Vocales:

Paola Beltri Orta De los autores:
Eva M* Martinez Pérez
Monica Miegimolle Herrero

S'°”a Saavedra Marbany, Maria Pilar Pecci; Mar Collado; Salvador David Aznar;
va Santa Eulalia Troisfontaines

Jose Luis Cenis; Francisco Javier Rodriguez

Y para que conste y a los efectos que correspondan, firman el presente
certificado en Sevilla a 13 de Mayo de 2017.
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Dfa. Asuncién Mendoza Dra. Paloma Planells
Presidenta XXXIX Reunién Anual Presidenta Comité Cientifico

Secretaria Técnica

MdV-Organizacion y Protocolo
C/ Bruc, 28, 2n

08013 Barcelona

Telf. 650 424 355
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ODONTOPEDIATRIA bt
Sevilla, 11, 12 y 13 de Mayo del 2017/

PRIMER ACCESIT AL PREMIO M2 LUISA GOZALVO

ala Mejor Comunicacion Oral, titulada

Analisis de la adherencia celular en nuevos biomateriales
para regeneracion/reparacion pulpar

de los autores

Pecci Lloret M., Collado Gonzalez M., Aznar Cervantes S.,
Cenis Anadon J., Rodriguez Lozano F.,

presentada en la XXXIX Reunion Anual de la Sociedad Espariola de Odontopediatria, celebrada en Sevilla del 11 al 13 de Mayo de 2017.

Sevilla, 13 de Mayo de 2017

LI

6n Mendoza Mendoza lanells del Pozo Paola Beltri Orta
esidénta del Comité Organizador Pregidenta del Comité Cientifico Presidenta de la SEOP
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ANEXO 10

ARTICULO EN JOURNAL OF CRANEOFACIAL SURGERY

ORIGINAL ARTICLE

Analysis of the Adherence of Dental Pulp Stem Cells
on Two-Dimensional and Three-Dimensional Silk
Fibroin-Based Biomaterials: Applications
in Regenerative Dentistry

Maria Pilar Pecci-Lloret, DDS," Mar Vera-Sdnchez, PhD,  Salvador Aznar—Cervantes, PhD,}

David Garcia-Bernal, PhD," Ricardo Ohate Sdnchez, DDS, PhD,"
Miguel Ramén Pecci-Lloret DDS," José Maria Moraleda,' José Luis Cenis, PhD,*
and Francisco Javier Rodriguez-Lozano, DDS, PhD*'

Abstract: Among various biomaterials used as scaffolds in tissue
engineering, silk fibroin is a highly attractive material. A scaffold
should be biocompatible and nontoxic, with optimal physical
features and mechanical properties. For this reason, tissue-engin-
eering approaches in regenerative medicine have focused on
investigating the biocompatibility of possible biomaterials by
analyzing cell-scaffold interaction properties. The aim of the
present study was to examine the biocompatibility of silk fibroin
as a film (two-dimensional [2D]) and a scaffold (three-dimensional
[3D]) after being cellularized with human dental pulp stem cells
(hDPSCs). Human dental pulp stem cells were isolated from
healthy patients aged between 18 and 31 years. Further, silk
fibroin-based 2D films and 3D scaffolds were prepared. Human
dental pulp stem cells were directly seeded onto the biomaterial
surfaces and their proliferation, adherence, and cell morphology
were analyzed after 24, 120, and 168 hours. Additionally, the
characteristics of the silk fibroin 2D films and 3D scaffolds before
and after cell seeding were analyzed by scanning electron micro-
scopy. After the initial 24 hours, silk fibroin-based 3D scaffolds
displayed more adhered cells with a suitable fibroblastic
morphology than those displayed on the 2D films. After longer
culture times, hDPSCs proliferated sufficiently to cover the entire
surface of the 3D silk fibroin scaffold, whereas the 2D films were
only partially covered. Our results indicate the good in vitro

From the *Faculty of Medicine, School of Dentistry; THematopoietic
Transplant and Cellular Therapy Unit, Hematology Department, Virgen
de la Arrixaca Clinical University Hospital, IMIB, University of Murcia;
and FDepartment of Biotechnology, Instituto Murciano de Investigacion
y Desarrollo Agrario y Alimentario (IMIDA), Murcia, Spain.
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Accepted for publication December 19, 2016.

Address correspondence and reprint requests to Francisco Javier
Rodriguez-Lozano, DDS, PhD, Special Patients and Gerodontology
Unit, School of Dentistry, University of Murcia, IMIB-Arrixaca.
Morales Meseguer Hospital, Avda. Marqués de los Vélez s/n, 30007
Murcia, Spain; E-mail: fcojavier@um.es
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biocompatibility of silk fibroin-based biomaterials, especially
when 3D scaffolds rather than 2D films are used.

Key Words: Biomaterials, bone tissue engineering, scanning
electron microscopy, silk fibroin

(J Craniofac Surg 2017;00: 00-00)

A scaffold is an essential component used in tissue engineering
applications. One of the key aspects of this modern strategy
involves the use of biodegradable materials as scaffolds for the
three-dimensional (3D) growth of cells previously expanded in
vitro. The suitability of a given scaffold is determined by the
inherent properties of the cell—scaffold interaction, which affects
cell adherence, proliferation, differentiation, and migration through
the scaffold matrix.' In fact, scaffolds with large dimensions have
major issues related to maintenance of the survival of the seeded
cells owing to their low degree of vascularization, which limits the
supply of oxygen and nutrients.*

Silk fibroin s a protein obtained from the domesticated mulberry
silkworm, Bombyx mori. It isa natural polymeric protein composed of
3 protein components: heavy chain fibroin (H- Lhdll] 350 kDa), light
chain fibroin (L-chain, 25 kDa), and P25 protein.** This protein,
which is commonly used in the textile industry, represents a highly
attractive scaffold material suitable for tissue regeneration.® The main
advantages of silk fibroin as a biomaterial are its easy processability,
superior mechanical properties, controlled degradability, good oxy-
gen and water permeability, and excellent cell mmpdtlblhly making
it a favorable material for biological applications.” Moreover, silk
fibroin is 1 mmunogenic and inflammatory than other reported
biomaterials, such as p()ly(lachdc-co-glye()li(k) copolymers or col-
lagen-based scaffolds.®

Several configurations have been des:a;ned uxmg silk fibroin for
biomedical dpp]l(.dh()lls including fibers,™'® films,"" sponges,*'*"
and hydrogels.'*'*

Multipotent dental pulp stem cells (DPSCs) are mesenchymal
stem cells with a capacity to differentiate into neuron-like cells,
odontoblast-like cells, osteoblasts, chondrocytes, adipocytes, and
smooth and skeletal muscle cells.'® "

Pulp regeneration, which would extend the longevity of teeth and
improve the quality of life of patients, is a promising therapeutic strategy.
Recent studies have focused on the use of DPSCs intissue engineering. '
In a previous study,” stromal cell-derived factor-1 incorporated into
silk-fibroin scaffolds promoted complete revascularization and regen-
eration of the dental pulp tissue of mature dog teeth subjected to in situ

The Journal of Craniofacial Surgery * Volume 00, Number 00, Month 2017 1
Copyright © 2017 Mutaz B. Habal, MD. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.
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ANEXO 11

ARTICULO EN REVISTA ODONTOLOGY

Odontology
DOI 10.1007/510266-017-0310-9

@ CrossMark

ORIGINAL ARTICLE

Biological effects of silk fibroin 3D scaffolds on stem cells
from human exfoliated deciduous teeth (SHEDs)

M. Collado-Gonzilez' + M. P. Pecci-Lloret> - D. Garcia-Bernal® - S. Aznar-Cervantes® -
R. E. Oiiate-Sinchez” * J. M. Moraleda' - J. L. Cenis® + F. J. Rodriguez-Lozano'*®

Received: 11 February 2017/ Accepted: 22 May 2017
© The Society of The Nippon Dental University 2017

Abstract The aim is to investigate in vitro biological
effects of silk fibroin 3D scaffolds on stem cells from
human exfoliated deciduous teeth (SHEDs) in terms of
proliferation, morphological appearance, cell viability, and
expression of mesenchymal stem cell markers. Silk fibroin
3D scaffolding materials may represent promising suit-
able scaffolds for their application in regenerative
endodontic therapy approaches. SHEDs were cultured in
silk fibroin 3D scaffolds. Then, cell numbers were counted
and the Alamar blue colorimetric assay was used to analyse
cell proliferation after 24, 48, 72, and 168 h of culture. The
morphological features of SHEDs cultured on silk fibroin
scaffolds were evaluated by scanning electron microscopy
(SEM). Finally, cell viability and the expression of mes-
enchymal stem cell markers were analysed by flow
cytometry. One-way analysis of variance (ANOVA) fol-
lowed by a Bonferroni post-test was performed (P < 0.05).
At 24 and 48 h of culture, SHED proliferation on scaffolds
was modest compared to the control although still
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feojavier@um.es
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Biotechnology Department, Instituto Murciano de
Investigacién y Desarrollo Agrario y Alimentario (IMIDA),
Murcia, Spain

Special Patients and Gerodontology Unit, School of
Dentistry, University of Murcia, IMIB-Arrixaca, Morales
Meseguer Hospital, Avda, Marqués de los Vélez s/n,
30007 Murcia, Spain

Published online: 14 June 2017
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significant (p < 0.05). However, cell proliferation pro-
gressively increased from 72 to 168 h compared with the
control (p < 0.001; p < 0.01). In addition, flow cytometry
analysis showed that the culture of SHEDs on silk fibroin
scaffolds did not significantly alter the level of expression
of the mesenchymal markers CD73, CD90, or CD105 up to
168 h; in addition, cell viability in silk fibroin was similar
to than obtained in plastic. Moreover, SEM studies
revealed a suitable degree of proliferation, cell spreading,
and attachment, especially after 168 h of culture. The
findings from the current study suggest that silk fibroin 3D
scaffolds had a favourable effect on the biological
responses of SHEDs. Further in vivo investigations are
required to confirm these results.

Keywords Scaffold - Silk fibroin - Cytotoxicity - SHEDs -
Human dental stem cells

Introduction

Stem cell-based therapy (SC-BT) in regenerative
endodontics is one of the most promising therapeutic
strategies, which would extend the longevity of teeth and
improve the quality of life of patients [1, 2]. SC-BT
includes stem cells and the use of scaffolds and growth
factors that are involved in the regeneration of the pulp-
dentin complex [3]. In a typical SC-BT approach of dental
pulp regeneration, a regenerated pulp graft is prepared by
culturing mesenchymal stem cells (MSCs) in a porous
scaffold for a given time and then implanting the graft into
the damaged region [4]. Several studies have previously
demonstrated that MSCs can be isolated from multiple
tissues such as bone marrow, peripheral blood, umbilical
cord blood, adult connective tissue, placenta, amniotic

@ Springer
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