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RESUMEN

La ingenieria tisular (IT) ha sido considerada un campo interdisciplinario, aplicando los principios de ciencias de ingenieria y biologia
para el desarrollo de sustitutos bioldgicos que restauran, mantienen o mejoran la funcion tisular. Se basa en el entendimiento de los
principios del crecimiento tisular, y su aplicacion, para producir reemplazo de tejidos para uso clinico. Se consideran determinantes para el
éxito de la I'T las Stem Cells (células madre), morfigenos y las “scaffolds” (constructos). Poner en prdctica dicha disciplina requiere el
emipleo de estrategias terapéuticas bioldgicas que apuntan a reemplazar, reparar, mantener y/ o mejorar la funcion tisular. El objetivo de
este trabajo, ha sido realizar una actnalizacion sobre nuevos conocimientos emergentes de las riltimas publicaciones cientificas realizadas
en el ambito de esta nueva disciplina.  Para ello se realizd una exhaustiva biisqueda de informacion en la base de datos de Pubmed.
Actualmente, laIT concentra sus esfuerzos en lograr la regeneracion de tejidos dentarios y para dentarios, asi como en lograr la obtencion
de nna pieza dental completa. Su avance clinico ha sido notable. Se han reportado articulos publicados gue ya evidencian su aplicacion en
periodoncia, cirugia, implantologia, rebabilitacion oral y endodoncia. Si bien, estrategias de la IT ya se utilizan clinicamente en
odontologia, su rdapido desarrollo se convierte entonces en un gran desafio e incdgnita tanto para quienes ejercen la profesion en la
actualidad, como para aguellos que se encuentran en plena formacion académica. Tomar conociniento de logros y avances resulta entonces
fundamental, ya gue podria convertirse en un futuro proximo, en una herramienta de nso habitual.

Palabras claves: Ingenieria Tisular células madre, S caffolds (constructos), morfigenos.

ABSTRACT

Tissue engineering (I'E) is considered an interdisciplinary feld, and applies principles of engineering and biology to develop biological
substitutes that restore, maintain, or inprove tissue function. It is based on the application of the principles of tissue growth to produce
tissue replacement for clinical use. Stem cells, morphogens, and scaffolds are determinant to the success of TE. Implementation of TE
requires the use of biological therapeutic strategies aiming to replace, repair, maintain, and/ or improve tissue function. The objective of
the present work was to perform an update of new knowledge presented in recent scientific publications in this field. For this purpose, we
conducted an extensive search for information on Pubmed. At present, TE focuses on achieving regeneration of dental and para-dental
tissues, as well as on obtaining a whole tooth. There have been outstanding clinical advances in this field. There are reports showing
successful application of T'E in periodontics, surgery, implantology, oral rehabilitation and endodontics. Althongh TE strategies are
already used in dentistry, their rapid development poses a great challenge both to current practitioners and to those who are in the midst of
their academic training. Gaining an awareness of the achievements and advances in TE is therefore essential, since it could become widely
applied in the near future

Key words: Tissue engineering, stem cells, scaffolds, morphogens

INTRODUCCION

Ante una injuria recibida, se considera que
habra dos tipos de respuestas por parte de un tejido,
una de ellas es la reparacién que es la resolucion de una
herida por un tejido distinto del dafiado, que lo
sustituye, pero que no restituye completamente la
arquitectura o la funcién del tejido; otra es la
regeneracion que es la resolucion de una injuria tisular
enla que el tejido dafiado o perdido es reemplazado por

tejido de la misma estirpe celular, devolviéndole su
arquitectura original, y asi su funciéon (Gurtner et al.,
2008). Asf es que in vivo existen diferencias en la
capacidad de regeneracién que guardan los tejidos,
siendo el tejido epitelial, el conectivo y el dseo los
tejidos con mayor capacidad de regeneracion y el tejido
muscular, nervioso y cartilaginoso los de menor
capacidad. Tres elementos son importantes para lograr
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regeneracion: la exposicion del tejido al medio
(Davidson y Mustoe, 2001; Albina y Reichner, 2003;
Sen, 2009); la presencia de factores de crecimiento
(Barrientos et al., 2008) y el factor tiempo (Schultz et
al., 2005). Una nueva disciplina, la Ingenierfa Tisular
(IT), pretende ser mediadora en el estudio y la
conjuncién de todas estas variables para lograr
regeneracion en una forma controlada.

Ingenieria Tisular (IT)

La IT, como disciplina puede ser definida
recién a mediados de 1980. Ha sido caracterizada por
varios autores (Murray et al., 2007) y en 1993 se la
definié como un campo interdisciplinario que aplica
los principios de ciencias de ingenierfa y biologia para el
desarrollo de sustitutos biologicos que restauran,
mantienen o mejoran la funcién tisular (Langer y
Vacanti, 1993). En 2005 la explican como el
entendimiento de los principios del crecimiento tisular,
y suaplicacién para producir reemplazo tisular para uso
clinico. Por otra parte, en 2005 la IT fue pronunciada
como el campo de la restauracién funcional de la
estructura y fisiologfa tisular para tejidos dafados a
causa de enfermedades o trauma, y que sus elementos
clave son las Stem Cells, morfégenos y “scaffolds”,
(Nakashima y Akamine, 2005) logrando la
introduccién de nuevos términos a la definicién. En
2007, se la determiné como el empleo de estrategias
terapéuticas bioldgicas que apuntan a reemplazar,
reparar, mantener y/o mejorar la funcién tisular
(Murray et al., 2007). El aporte intrinseco o extrinseco
de Stem Cells, Morfégenos y Scatfolds, hoy en dia son
determinantes para el éxito de una terapia con I'T. Estos
tres elementos fueron ya relacionados en 2008 por
Lynch et al., cuya esquematizacidn
triangular/piramidal fue modificada en este trabajo
para representar que es posible lograr conjuncion de
estos clementos en una terapéutica dada, siempre y
cuando se encuentren todos para lograr alcanzar el
éxito (Fig. 1).

Actualmente, se reporté un aumento de
articulos publicados en revistas de interés
odontolégico que hacen referencia a sus aplicaciones
en la Periodoncia, la Cirugfa, la Implantologfa, la
Rehabilitacién y la Endodoncia, siendo esta ultima
remarcable por la peculiaridad del tejido que contempla
suespecializacion.

Células madre o Stem Cells (SC)

Una stem cell (SC) es cominmente definida
como una célula que tiene la habilidad de dividirse
continuamente y diferenciarse a vatios otros tipos de
tipos celulares. Son definidas
“embrionicas/fetales” o “adultas/postnatales”. Se
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Figura 1. Elementos Constitutivos de la Ingenieria Tisular,
Modificado de Lynch.
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Tabla 1. Factores de Crecimiento. Modificado de Murray et al.
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prefiere el término embrionarias, mas que fetales,
porque la mayoria de estas células son embrionarias,
como asi el término postnatal, mas que adultos, porque
estas mismas células estan presentes en bebés, infantes
y nifios. Esta distinciéon es importante porque estas
células tienen un potencial diferente para su desarrollo
en varias células especializadas (plasticidad). La
plasticidad define su habilidad para producir células de
distintos tejidos. La de las SC embrionarias es mucho
mayor que la de las postnatales, pero estudios recientes
indican que las Stem Cells postnatales son mas plasticas
de lo que imaginaban (Menasche, 2005). En funcién de
la mencionada plasticidad, son subdivididas en las
categorias de totipotenciales, pluripotenciales, y
multipotenciales (Fig. 2). La mayor plasticidad de las SC
embrionarias las hace mas wvaliosas entre los
investigadores para el desarrollo de nuevas terapias
(Fig. 3). Estas células se nomenclan como
“Mesenchymal stem cells” (MSCs) (Sonoyama et al.,
2008), las cuales no son otra cosa que células
mesenquimaticas indiferenciadas (Multipotenciales),
entre las que se encuentran las “Dental pulp stem cells”
(DPSCs) y las “Stem cells from human exfoliated
deciduous teeth” (SHED) (Cordeiro et al., 2008), las
cuales reciben su nombre segin el tejido del cual son
“cosechadas”, ya sean pulpas de piezas dentarias
permanentes o temporarias.

En 2008 lograron aislar exitosamente células
del tipo DPSCs de terceros molares humanos en
desarrollo, extraidos previa erupcion; observaron que
las DPSCs aisladas de las coronas completamente
desarrolladas del diente mostraron mayor
proliferacion, pero cualquier célula aislada en cualquier
estadio mantenfa la capacidad de formar “estructura
simil dentina” (dentin like structure) cuando fueron
transplantadas a ratones inmunosuprimidos (Takeda et
al., 2008).

Morfégenos (MG)
Son todas aquellas moléculas que actian como
mediadores quimicos entre célula-célula / célula-
matriz extracelular y modulan su diferenciacién,
sistesis de matriz y/o mitosis. Este grupo, que
anteriormente inclufa sélo alos factores de crecimiento
(GFs) (Tabla 1) se ha ido ampliando hasta contemplar
dentro de la definiciéon a elementos como el boro
(Gorustovich et al., 20006, 2008); el fosfato tricalcico
combinado con simvastatin (Nyan et al., 2009). Otros
ejemplos son las “proteinas humanas recombinadas”
(recombinant human proteins); y los “derivados de la
matriz de esmalte” (enamel matrix derivative) (EMD)
que contienen principalmente amelogenina, obtenida
de embriones porcino.

Las proteinas morfogenéticas 6seas o BMPs

(“bone morphogenetic proteins”) son parte de la
superfamilia de TGF-B, y tienen relevancia en la
regeneracion 6sea (Gerstenfeld et al.,, 2003). En la
odontologia se utilizan en la integracion de injertos
6seos con finalidades implanto-rehabilitadoras
(Giannoudis et al., 2005; Veillette et al, 2007; Tudor et
al.; 2008., Togashi et al., 2009).

“Scaffolds”

Se tradujo al espafiol como “matriz”,
“constructo”, “andamiaje”, sin embargo; cuando se
refiere a matriz, no se refiere a la matriz extracelular,
sino a un “molde” a partir del cual se llevara a cabo la
regeneracion tisular; el término constructo se refiere al
soporte tanto fisico como quimico que proveera un
material para oficiar como estructura sobre la cual se
desarrollara la regeneracién; cuando se refiere a
andamiaje, remite a la necesidad de la presencia de una
unidad estructural que permita a los demas elementos
biolégicos participar de la regeneracion. Son ejemplos
las “esponjas” de coldgeno o los materiales puramente
osteoconductores (Bashutski y Wang, 2009). Proveen
un microambiente tridimensional fisicoquimico y
biolégico para el crecimiento y la diferenciacion
celular, promoviendo la adhesién celular, y la
migracién. Sirven como carriers para morfégenos enla
terapia de proteinas y para células en la terapia celular y
deben ser efectivas para el transporte de nutrientes,
oxigeno y desechos (Davidson y Mustoe, 2001; Albina
y Reichner, 2003; Sen, 2009). Deben ser gradualmente
degradadas y reemplazadas por tejido regenerado,
manteniendo las caracteristicas de la estructura tisular
tinal. Deben ser biocompatibles, no-toxicas y tener
apropiadas caracteristicas mecanicas. Polimeros
naturales como el colageno y los glicosaminoglicanos
ofrecen buena biocompatibilidad y bioactividad, y
polimeros sintéticos pueden reproducir caracteristicas
fisico-mecanicas como la tasa de degradacion,
microestructura y propiedades mecanicas. Hidrogeles
sintéticos incluyen polimeros con base de
Polietilenglicol (PEG), y aquéllos modificados con
péptidos de adhesion de superficies celulares, como la
arginina, glicina y acido aspartico (RGD), pueden
aumentar la adhesion celular y la sintesis de matriz enla
red tridimensional. Los “scaffolds” que contienen
compuestos inorganicos como la hidroxiapatita y el
fosfato de calcio son usados para aumentar la
conductividad en el tejido 6seo (osteoconduccion)
(Bashutskiy Wang, 2009).

Antecedentes relacionados a disciplinas
odontoldgicas

Las estructuras de cabeza y cuello son
verdaderamente Unicas en sudesarrollo y funciéon. Los
huesos oro faciales, derivan embriolégicamente de las
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crestas neurales, del mesodermo paraxial y mesodermo
lateral mientras que los huesos del resto del esqueleto
son sélo de origen mesodérmico. Ademids, las
estructuras éseas oro faciales son sometidas a un estrés
y tension producidas por los diferentes musculos de la
masticacion y presentan una respuesta diferente hacia
factores de crecimiento y el estimulo mecanico
(Herring y Ochearon, 2005). La ingenierfa tisular
actualmente, se encuentra clinicamente enfocada en
lograr la regeneraciéon de los tejidos dentarios y
paradentarios, asi como de la pieza dental completa

(Fig, 4).

Complejo dentino-pulpar

Su regeneracion, lograda a través de la
colocacion de materiales tales como hidréxido de
calcio, agregados de triéxido mineral, Biodentina®, ha
sido correlacionada con la estimulacién vy
diferenciacién de células progenitoras pulpares en
células simil-odontoblastos (Tecles et al., 2008) o la
secrecion de TGFB1 (Laurent y Camps, 2012), el cual
juega un rol clave en la angiogénesis, reclutamiento de
células progenitoras, diferenciacién celular vy,
finalmente, la mineralizacion del area injuriada. Por
otra parte, los tejidos dentatios y paradentarios son
fuente para la obtencién de células madre. Entre ellos,
la pulpa dental (Neslihan et al., 2013), la papila apical
(Na, et al.,, 2013), el ligamento periodontal de dientes
humanos retenidos (Ji et al., 2013) o bien, células del
tejido pulpar de dientes deciduos exfoliados (DPSCs)
(Ma et al, 2012), asi como también los tejidos
conectivos de la  mucosa bucal (Zhang et al., 2012).
Células madre incluidas en hidrogeles estimularon la
formacién del complejo dentino pulpar en conductos
radiculares vacios de incisivos permanentes jévenes de
perros Beagles (Wangetal., 2013).

Debido al tamafio y al confinamiento de la
pulpa dentro del conducto radicular, la terapia celular
mediante el empleo de hidrogeles inyectables
represent6 el enfoque estratégico mas empleado (Abou
Neel et al., 2014). No obstante, se requieren nuevas
investigaciones para desarrollar tecnologias que
permitan reproducir el disefio de su organizacién
celular jerarquica, respetando asf la arquitectura tisular
original.

Periodonto de insercion

La regeneracion de las estructuras de soporte
dentario (cemento, ligamento periodontal y hueso
alveolar) conforma un campo de investigacion
desafiante, que requiere de la sinergia de todos los
eventos celulares y moleculares involucrados en la
obtencién de dichos tejidos. La regeneracion tisular
guiada utiliza membranas oclusivas para mantener el
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Figura 4. Esquema de pieza dental in situ con sus periodontos de
insercion y de proteccion (izquierda). Microfotografia de diente de rata
in situ, con tejidos dentarios y paradentarios. Ausencia de esmalte dental,
dada su pérdida tras la técnica histolégica por descalcificacién. Coloracién
Hematoxilina-Eosina (derecha). 25X.

Figura 5. Microfotografias 6pticas donde puede apreciarse la similitud
histolégica entre la mucosa bucal (izq) y la piel (der). H&E. 25X

Figura 6. Microscopia 6ptica de glénd rétida, H&E. 25X.

Figura 7. Esquema de corte sagital de articulacién temporomandibular.
Imagen modificada del libro de Histologfa, Embriologfa e Ingenierfa

Figura 8 Ala izquierda, germen dental, aumento 50X, a la derecha,
pieza dental unirradicular erupcionada. H&E. 25X.
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espacio del defecto, estimular a las células apropiadas
para regenerar los tejidos perdidos y soportar a los
recientemente formados (Kozlovsky et al, 2009).
Dicha técnica ha sido desarrollada para tratar defectos
periodontales (Oortgiesen et al.,, 2012) y alveolares
(Moses et al., 2005), asi como para mantener la
integridad del hueso alveolar luego de las extracciones
dentarias (Retzepi y Donos, 2010). Para su elaboracién
se han utilizado varios polimeros sintéticos, no
obstante, materiales biomiméticos, tales como las
membranas de colageno fueron una alternativa al uso
de los polimeros sintéticos (Duskova et al., 2000;
Bunyaratavej y Wang, 2001). Actualmente se emplean
factores de crecimiento y citoquinas para la
regeneracion periodontal, factor de crecimiento
transformador 81 (TGFB1), factor de crecimiento
fibroblastico 2 (FGF-2), protefnas morfogenéticas-2
(BMP-2), proteina morfogenética 6sea humana
recombinante (thBMP-2), entre otros (Kaigler et al.,
2011). Independientemente de la efectividad clinica de
las membranas de colageno en combinacién con
injertos 6seos o factores de crecimiento, la degradacion
in vivo del coldgeno podtia ser muy rapida como para
ser empleado en grandes defectos, sin embargo, la
presencia del mismo no sélo genera una
biocompatibilidad excelente sino que también mejora
la respuesta tisular. Por lo mismo, podria resultar una
opcion el empleo de membranas multicapa, las cuales
presentan la combinacién de una capa interna
constituida por polimeros sintéticos flexibles,
encerrada entre dos capas externas de polimeros
naturales, como el colageno. La flexibilidad de los
polimeros sintéticos ofreceria mejor adaptacion,
oclusién y manipulacion de los tejidos. Otra alternativa
podria ser el uso de constructos de nano fibras
biol6gicamente activas (Abou Neel etal., 2014).

La tecnologia regenerativa endégena depende
de recursos endégenos claves, como células, factores
de crecimiento y proteinas para la regeneraciéon de
tejidos funcionales. El cultivo y la implantacion celular
son enfoques prometedores, en donde los elementos
celulares serfan los encargados de una restauracion
completay fiable del petiodonto (Chen etal., 2012). El
uso de derivados de la matriz de esmalte como el
Emdogain® (que contiene méds de 90% de
amelogenina y el resto de otras proteinas) (Parrish et
al., 2009), para la regeneracion periodontal se debi6 a su
efecto estimulante sobre la proliferacién vy
diferenciacién de fibroblastos de ligamento
periodontal humano (Zhang et al., 2012). Se observé
que la amelogenina, en particular, fue incorporada por
los fibroblastos y procesada a péptidos cuyas
diferencias en sus residuos laterales generaran diferente
comportamiento biolégico: la inhibicién o el estimulo

de la osteogénesis a nivel periodontal. Estos distintos
efectos podrian ser empleados para limitar el
crecimiento 6seo patologico o bien mejorar la
formacién ésea, en el caso de patologias periodontales
u ortopédicas (Amin et al., 2012). Dichos derivados
adamantinos también actdan como factores pro-
angiogénicos in vitro y estimulan la formacion de vasos
sanguineos durante la regeneracion periodontal (Kasaj
etal., 2012).

Los resultados en estas investigaciones son
todavia impredecibles y varfan mucho entre las
diferentes especies y modelos experimentales y, en los
humanos, dependerfan de una serie de factores
ambientales que pueden desempefar un papel
importante en el resultado exitoso (o no) de la terapia
periodontal.

Mucosabucal

Debido a la similitud entre la piel y la mucosa
bucal (Fig. 5), la ingenierfa de esta ultima se inici6
siguiendo el mismo protocolo que para la piel, a través
de cultivo de capas de queratinocitos (Sasaki et al,
2012). El epitelio bucal tiene una capacidad de
renovacion continua (Phillips, 1988) y puede sufrir
diferenciacion luego de su injerto (Faure et al., 1987).
Esta lamina epitelial, sin embargo, es muy friable a la
manipulacion y sutura. Se emplearon compuestos de
mucosa bucal por siembra de queratinocitos sobre
dermis humana cadavérica. Se ha observado que
sustitutos de mucosa bucal y de piel, pueden emplearse
de forma indistinta para uno u otro fin (Bornstein etal.,
2011). Debido a la elasticidad, flexibilidad y buena
tolerancia los reticulados de membranas de coldgeno
han encontrado su potencial como injertos mucosos,
luego de la extirpacién quirdrgica de lesiones
precancerosas o bien tras la aplicacién de un injerto
6seo en zonas cancerosas a nivel oro-facial (Rastogi et
al., 2009).

Glandulas salivales

La ingenierfa tisular podria ofrecer un
sustituto biolégico para glandulas salivales con
hipofuncién. No obstante, el principal desafio
consistirfa en cultivar células de glandulas humanas
(Fig. 6), que son altamente diferenciadas y de dificil
proliferacién in vitro (Abou Neel et al.,, 2014). Un
trabajo cientifico publicado manifiesta que, por medio
de la siembra de células sobre constructos de
polimeros biodegradables, se observo que las mismas
generaban una estructura histolégica simil acino
glandular, (Chan et al, 2012). En otra publicacién
antetiot, se reporté también que dicha estructura podia
elaborar amilasa salival humana, una proteina celular
acinar (Joraku etal., 2005). El funcionamiento quimico
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de los constructos degradables empleados, con
actividad quimica selectiva, provee las seflales quimicas
para la proliferacion de las células epiteliales, asi como
también promueve la polaridad apico-basal, necesaria
parala secrecién orientada de dichas células (Cantara et
al.,2012).

La terapia génica es otro enfoque potencial
para la regeneracion de la glandula salival. En el afio
2013 se reportd el inicio de la fase I de un ensayo clinico
referido al empleo de dicho adenovirus para tratar
clinicamente la hipofuncién de glandulas salivales en
pacientes humanos (Nguyen etal., 2013).

Articulacion temporomandibular

Es una de las estructuras mas dificiles de tratar, dada su
escasa vascularizacion, lo cual genera una capacidad
limitada de auto reparacion (Fig. 7). Para la
regeneracién del cartilago articular, la terapia celular es
la primera opcién. Como es sabido, las células
autogénicas son las de eleccién para los
procedimientos de ingenierfa tisular, sin embargo,
resulta muy dificultoso recolectar células aptas de
articulaciones patolégicas. Dada esta cuestion, el
hallazgo de otra fuente de condrocitos inmersos en una
matriz extracelular de naturaleza hialina resultaria
esencial como estrategia para lograr la regeneracién
del cartilago condilar (Wang et al., 2009). En cuanto a
la transferencia de dichas células (sobre defectos del
cartilago articular) podrian emplearse hidrogeles
“Inteligentes”, inyectables a base de celulosa como
vehiculo de células condrociticas nasales autdlogas,
sobre los sitios articulares a regenerar (Vinatier et al.,
2009).

Los enfoque empleados han variado desde la
terapia de inyeccion de células, hasta el uso de
andamios sintéticos o naturales. El resultado critico del
éxito de todos los reemplazos de ATM, no sélo es
medida por la restauracién de la funcién articular, sino
también por la prevencién de adherencias fibrosas o
anquilosadas, principales complicaciones de muchas
intervenciones quirtrgicas. Por otra parte, el disefio de
la interfase osteocondral con su compleja estructura y
sus distintas areas cartilaginosas constituye un gran
desafio, requiriéndose constructos con gradientes
especificos de las seflales reguladoras de Ia
comunicacion entre los distintos tipos celulares y la
matriz extracelular alli presente (Abou Neel et al,
2014).

Ingenieria tisular de piezas dentales completas

Se emplearon células aisladas de tejidos epiteliales y
mesenquimaticos, obtenidos de gérmenes dentales pre
y postnatales para la obtencion de un germen dental in
vitro. Se logré la obtenciéon de una pieza dental

completa (Fig. 8) a partir del trasplante al medio
ambiente bucal de un germen dental obtenido por
bioingenierfa. (Ikeda et al., 2009). Como antecedentes
de ello, se relata la implantaciéon de constructos
biodegradables (con morfologia dentaria),
previamente sembrados con células mesenquimaticas
procedentes de un tercer molar de origen porcino, y su
posterior colocacion en ratas, por 20 a 30 semanas.
Dicho procedimiento permitié la obtencidén
satisfactoria de dentina, cimara pulpar bien definida,
vaina epitelial radicular de Hertwig, y érgano dental
con esmalte completamente formado. Pese a ello, el
tamafio de la pieza dental obtenida fue muy pequefio y
no se correspondié con la forma y tamafio del
constructo empleado (Young et al., 2002).
Actualmente, este desafio presenta complejidad
creciente, ya que involucra la participacion
interdisciplinaria de cientificos, clinicos y la posibilidad
de trabajar en pacientes (Snead, 2008).

CONCLUSION

En la actualidad los modelos experimentales
publicados sobre IT son en su mayoria realizados in-
vitro o aplicados sobre animales experimentales. Los
alcances de esta disciplina parecen ser prometedores
pero aun es necesario contar con mas herramientas
técnicas y cognitivas para llevar a cabo la regeneracion
integra de una pieza dentaria.
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