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RESUMEN

Con este trabajo hemos pretendido conocer, la accién de los sueros de células madre, producidos por los cultivos de monocitos,
procedentes de medula ésea, sobre premolares que habian sido lesionados previamente. Se utilizaron 100 pl de cada uno de
los sueros VEGF, TGF-B1 y FGFb, respectivamente, obtenidos en los pases 4 y 7 de los cultivos de monocitos medulares.
Hemos utilizado 4 perros, de los que se utilizaron los premolares del lado derecho, distribuyéndolos en 4 lotes. A los
premolares se les realizéd un tratamiento que consistio, en una destruccién y sangrado de la pulpa y, posteriormente, un
tratamiento con sueros producidos en cultivos de monocitos (CMNSs), aleatoriamente a cada premolar. Al grupo control solo
se le practicd el traumatismo inicial. Se distribuyeron en 4 grupos de experimentacién: Control; 1° con suero VEGF; 2° con
suero FGFb; 3° con suero TGF-B1. Comparando con el grupo control, hemos encontrado que en el grupo 1°, la recuperacion
se ha Ilevado a cabo por una activacion del lecho vascular, activando tanto a los odontoblastos como a los fibroblastos, con
formacion de fibras de colédgeno. En el grupo 2°, los capilares son maduros, activandose los odontoblastos, pero las células
que reaccionan en mayor grado son los fibroblastos, que aumentan sus organoides citoplasmaticos, favoreciendo la sintesis
de fibra de colageno. En el grupo 3°, los capilares no fueron tan abundantes como en el 1°, pero con una correcta recuperacion,
activando los odontoblastos y la formacion de fibras de colageno.

Palabras Claves: Factores de crecimiento, dientes, perro, médula 6sea, histopatologia.
Evolution of internal traumatisms in dog teeth treated with growth factors from mononucleated bone marrow cells

ABSTRACT

This work aims to describe the action of stem cell sera, produced by the culture of monocytes from bone marrow, on previously
lesioned premolars. 100 pl was taken of each of the sera, VEGF, TGF-B1 and FGFb, respectively, obtained in passages 4 and
7 of the bone marrow monocyte cultures. We used the right-hand premolars of 4 dogs. The teeth were divided into 4 lots. The
premolars were treated first by destroying and bleeding their pulp, and subsequently with sera produced in monocyte cultures
(MNCs), randomly on each premolar. The initial trauma was not executed on the control group. 4 experiment groups were set
up: Control; group 1 with serum VEGF (vascular); group 2 with serum FGFB (cellular); group 3 with serum TGF-§1
(fibrillary). Comparing them with the control group, we found that, in group 1 recovery was achieved by an activation of the
vascular bed, activating both the odontoblasts and the fibroblasts, with formation of collagen fibers. In group 2, the capillaries
were mature, the odontoblasts activated, but the cells reacting to a greater extent were the fibroblasts, with an increase in their
cytoplasmic organoids, favoring the synthesis of collagen fibers. In group 3, the capillaries were not as abundant as in group
1, but with an acceptable recovery, activating the odontoblasts and the formation of collagen fibers.

Keywords: Growing-factors, teeth, dog, bone marrow, histopathology.

INTRODUCCION

El conocimiento de la existencia de unas proteinas
plasmaticas denominadas Factores de Crecimiento (GF) y
el uso de las mismas, es realmente reciente. Se han llevado
a cabo innumerables experimentos para optimizar la forma

de concentrar estas proteinas partiendo de pequefias

cantidades de sangre y buscando una técnica sencilla,
econdmica y reproducible [1], pasando de buscar un
precipitado plaquetario [2, 3], a obtener una suspension
plaquetaria en proteinas plasmaticas [4], hasta el
conocimiento de las citoquinas, que estan superando las

expectativas de curacién de las plaquetas. Estas
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investigaciones se inician con Urist en 1965 [5], quien
demostr6é como el hueso liofilizado e implantado en lugares
ectdpicos, inducia la formacion de hueso.

Las citoquinas tienen vida corta actuando a nivel local en
forma autocrina y paracrina, solo algunas citoquinas estan
normalmente presentes en la sangre que son capaces de
actuar a distancia; por ejemplo: eritropoyetina (EPO),
factor de crecimiento transformante beta (TGF-B, por
Transforming Growth Factor), factor de células
totipotenciales (SCF, por Stem Cell Factor) y factor
estimulante de las colonias de monocitos (MSCF, por
Monocyte Colony Stimulant Factor).

Cada citoquina es producida por una subpoblacion celular
en respuesta a diferentes estimulos, induciendo una
caracteristica constelacién de efectos en cascada agonista,
sinérgica o antagonica alterando funcionalmente la célula
diana. Sus actividades son redundantes o sobrepuestas, es
decir, varias citoquinas diferentes comparten o inducen los
mismos cambios o acciones bioldgicas [6]. Las citoquinas
se activan y producen, selectivamente, diversos tipos de

factores activos, como lo son:

Factor de Crecimiento Transformador (TGF).

La primera vez que se identificé se trataba de un factor que
promovia la transformacion de los fibroblastos en cultivos
celulares, la accion del TGF sobre estas células alteraba su
fenotipo y las transformaba en células tumorales (Roberts
et al. 1986). Result6 ser una mezcla de dos proteinas TGF-
a y TGF-B, que poseen muchas acciones bioldgicas
comunes, entre ellas estan: aumentan la proliferacion y la
migracion de las células epiteliales, y liberan iones calcio
del hueso. EI TGF es muy potente y tiene efecto

angiogeénico [7].

Factor de Crecimiento Fibrobléstico (FGF).

Son una familia de polipéptidos cuya mision es la de
controlar la proliferacion, diferenciacion y otras funciones
celulares en aquellas células derivadas del mesodermo y

neuroectodermo [8]. Existen dos tipos: FGF acido y FGF
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basico. Entre sus acciones bioldgicas estan las siguientes:
estimulacién de la angiogénesis por un mecanismo directo,
al estimular la mitosis y migracién de las células
endoteliales; y la estimulacion y coordinacion de la
mitogénesis de multiples tipos celulares como células de
origen mesenquimatoso, como los fibroblastos, los
osteoblastos, condorcitos, células musculares lisas y
mioblastos esqueléticos durante el crecimiento animal,

mantenimiento y reparacion tisular [8].

Factor de Crecimiento Vascular Endotelial (VGF).

Se aislé originalmente a partir de cultivos celulares de
hipofisis. Se trata de una proteina homodimérica cuya
secuencia de aminodcidos tiene una similitud del 24% con
PDGF (Factor de crecimiento derivado de plaquetas), pero
se une a diferentes receptores que el PDGF, e induce
distintos efectos biolégicos. Es un mitégeno potente y
selectivo para las células endoteliales. Aunque no se
conoce con detalle su papel en la regeneracion, su
importancia queda manifestada por su accién angiogénica
in vivo [9]. En unos estudios realizados, se demuestra que
el VEGF es un factor implicado tanto en el mantenimiento
de la fisiologia periodontal como en la progresion de
periimplantitis, aungque todavia se requieren mas estudios

para aclarar su papel en estos procesos.

El objetivo del presente trabajo es determinar la eficacia
clinica de los sueros producidos por las células
mesenquimales derivadas de la medula 6sea (CMNSs).
De todas las sustancias conocidas por factores de
crecimiento o activadoras de zonas dafiadas, se destacan en
la actualidad aquellas que inciden en aumento de las
actividades vitales celulares (metabolismo y divisiones), en
la neovascularizacion y, finalmente, si se tratan de tejidos
conectivos, el aumento de la actividad de las fibrosis.
Hemos detectado factores responsables de estas tres
funciones en diferentes tipos celulares aislados,
destacandose las células mononucleadas derivadas de
médula 6sea (CMNS).
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Los sueros mas usados corresponden a los obtenidos en
cultivos de células mesenquimales como son:
e VEGF: Vascular Endotelial Growth Factor
(Factor derivado del endotelio Vascular).
e FGFb: Fibroblast Growth Factor (Factor de
crecimiento de fibroblastos).
e TGF-Bl: Transform Growth Factor (Factor de

crecimiento transformante 1).

Los factores de crecimiento cuantificados en el
sobrenadante de las CMNs en cultivo, recogidos tras 4 dias
del cultivo fue el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF), y tras 7 dias de cultivo fueron los factores
de crecimiento de fibroblastos-tipo 2 (FGFb) y el
transformante-B1 (TGF-B1). Nos planteamos, después de
alterar la raiz del diente, conocer de forma independiente,
la accidén de cada uno de dichos factores y en su totalidad,
y realizar los correspondientes estudios comparativos. Para
ello, nos hemos propuesto como objetivo conocer la accién
individualizada de cada uno de los sueros, que se producen
en el cultivo de las CMNSs, sobre los tejidos de la dentina y
pulpa dentinaria. Y también la accidn beneficiosa de estos
sueros sobre los tejidos mesenquimatosos, que configuran

la pulpa dentaria.

MATERIALES Y METODOS

Materiales.

Como material se utilizaron los dientes premolares con
raices de 2 vértices, tanto superiores como inferiores, del
lado derecho de 4 perros Beagle jovenes (8 meses de edad),
asi como un perro de las mismas caracteristicas que los
anteriores para la extraccion de los fémures y tibias para los
cultivos de CMNs (los 4 premolares derechos con raices de
dos Vértices de cada perro se dividieron en cuatro grupos).
Este estudio con perros fue autorizado el 18 de diciembre
de 2017 por el Servicio de Sanidad Animal de la Direccion
General de Produccién Agricola y Ganadera de la
Consejeria de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural de la

Junta de Andalucia, siendo asignado el ndmero
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03/007/2017/085, dentro del proyecto de experimentacion
animal denominado “Estudio de desarrollo de
periimplantitis en animales de experimentacion”,
cumpliendo con lo requerido en el art. 41.1 del RD 53/2013
de 1 de febrero y la Decision 2012/707/UE, sobre la
regulacion y transmision de informacion referente al uso de
los animales.
A excepcion de los premolares del grupo control, a los
cuales no se les realizd6 ningln tipo de tratamiento
serolégico, al resto de dientes se les realiz6 un tratamiento
que consistié en una destruccién y sangrado de la pulpa, y
posteriormente, un tratamiento con sueros producidos en
cultivos de monocitos (CMNs). Dependiendo del suero
aplicado, se producen diferentes grupos de
experimentacion en los sucesivos pases de cultivo (4 y 7
dias).
e Grupo control (GC): Premolares sin ningdn tipo
de tratamiento tras el traumatismo.
e Grupo 1: Tras el traumatismo y sangrado fueron
tratados con 100 ul de suero VEGF.
e Grupo 2: Tras el traumatismo y sangrado fueron
tratados con 100 ul de suero FGFb.
e Grupo 3: Tras el traumatismo y sangrado fueron

tratados con 100 pl de suero TGF-B1.

Disefio Experimental.

Este trabajo lo hemos desarrollamos en un modelo canino
que, tras la destruccién y posterior sangrado de la pulpa
dentaria, se les realizaron los tratamientos con los tres
sueros procedentes de diferentes pases de cultivo de
monocitos (CMNSs), obtenidos en el perro sano. Dejando un
premolar como control, al que se le produce la lesién como
en los anteriores, pero sin recibir tratamiento serolégico. La
cirugia realizada a los premolares, con previa sedacién con
hidrocloruro de ketamina (20 mg/kg p.v. — 0,20 ml/kg p.v.
de Imalgene-1000®; Boehringer Ingelheim Animal Health
Espafia, S.A.U, Barcelona), consistié en llegar a la cavidad
radicular a través de la corona; una vez en la raiz, se realizo

el sangrado y, posteriormente, se trataron a los tejidos
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radiculares con los correspondientes sueros de los cultivos
de las células mesenquimales, excepto en el premolar
control. Finalmente, se procedié al cierre de la oquedad que
se realiz0 para acceder a la pulpa tras aplicar una pasta
triantibidtica. En cada perro se realiz6 esta intervencion
sobre cuatro premolares de raiz doble de cada arcada
dentaria del lado derecho. Aplicando un suero diferente en
cada premolar, haciendo una distribucion aleatoria en cada
uno de los animales, salvo en uno de los premolares que se

utilizé como control.

Sueros y su procedencia.

Las CMNs fueron aisladas a partir de la Médula dsea
contenida en la epifisis de los fémures y tibias del perro
donante sano.

El procedimiento se inici6 con el sacrificio del animal por
sedacién con tiopental sodico (25 mg/kg p.v. — 0,25 ml de
Tiobarbital® 0,5 g/kg p.v.; B. Braun VetCare SA,
Barcelona) y posterior exanguinacion. Una vez extraidos el
fémur y la tibia, se realizaron varios lavados de la cavidad
medular con suero salino heparinizado y antibi6tico
(0,2mg/ml estreptomicina, 100UI/ml penicilina) para
obtener la médula 6sea.

De la suspension obtenida se eliminaron los restos de tejido
no medular por centrifugacion y se filtr6 con membranas
de filtracion de tamafio de poro 70 pm y 40 um (de BD
Biosciences). Los componentes de la suspension medular
fueron separados por centrifugacién en gradiente de
densidad en Ficoll-Hypaque de Lymphoprep™ (Oslo,
Norway) de densidad 1,077 g/cm?.

A la fraccion de células mononucleadas obtenida se le
determino la viabilidad con Azul Tripan (Lonza, Verviers,
Belgium) y se realizé el recuento celular en camara de
Neubauer. Las células fueron resuspendidas a una
concentracion de 5x10® CMNs/ml de solucion de suero
fetal bovino (FBS) y DMSO al 10% para su congelacion en
un equipo CRYOMED Mod.8027 (Forma Scientific) y
criopreservacion a -196°C de temperatura en nitrégeno

liquido.
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Los monocitos  cultivados  se  caracterizaron
morfoldgicamente mediante Microscopia Optica (MO),
Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) y Microscopia
Electronica de Transmision (MET).

Dicha caracterizacion se realizo en los pases de cultivo en
los cuales habian sido observadas las poblaciones celulares
mas homogéneas.

Estas poblaciones fueron: los pases 2 y 5 de cultivo de
monocitos. que tras el procesamiento  fueron

criopreservadas (figura 1).
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Fig. 1. 1) MO: detalle de monocito. Giemsa. Barra 100
um; 2) MET: célula monocitaria cultivada de cuarto
pase. Barra 10 um; 3) MET: célula monocitaria
cultivada de quinto pase. Barra 2 um; 4) MET: célula
monocitaria cultivada de séptimo pase. Barra 2 um.

(M: monocito; CMM: célula madre monocitica; RE:
reticulo endoplasmatico).

En todos los casos, tras el proceso de descongelacion, se
realizaron frotis de las distintas poblaciones para confirmar
el buen estado de conservacion celular mediante un estudio
de viabilidad con Azul Tripan en el cual fueron descartadas
aquellas alicuotas con una viabilidad < 80%. Para la
realizacion de dicho frotis se coloco una gota de cada
poblacién celular sobre un portaobjeto, se extendio en una
fina capa con la ayuda de un cubreobjetos y se procedi6 a
fijar las células sobre el cristal con metanol frio y a

deshidratarlas para contrastar sus nlcleos con el colorante.
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Cuantificacion de Factores expresados por las MSCs el dia
4y el dia 7 de cultivo.

Los factores de crecimiento cuantificados en el
sobrenadante de los monocitos en cultivo, recogidos tras 4
dias (pase 2) y tras 7 dias (pase 5) de cultivo, fueron el
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), el
factor de crecimiento de fibroblastos-tipo 2 (FGF-2) y del
factor de crecimiento transformante-p1 (TGF-B1). La
concentracién de factores en el medio se cuantifico
mediante ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas
(ELISA,
expresando el resultado como pg/ml de factor por cada
1x10* MSCs.

Se renovo el medio del cultivo para poder expresar la

Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay)

concentracion de cada factor obtenida como “Secrecion de
factor procedente de 1x10* MSCs a lo largo de 24 horas de
cultivo”. 24 horas después, se realiza la recogida de
sobrenadantes correspondientes al dia 4 y al dia 7 de cultivo
para la determinacion de los factores solubles expresados
por los monocitos.

Todos los sobrenadantes se centrifugaron para eliminar
cualquier particula contenida en la suspension y que
pudiera interferir en los resultados de cuantificacion de los
factores. Posteriormente se distribuyeron en forma de
alicuotas en volimenes de 300 pl/eppendorf vy
criopreservados a -80°C de temperatura. Las células
adheridas al fondo de cada pocillo, una vez se recolecto el
sobrenadante, fueron tripsinizadas, lavadas en PBS y
determinada su viabilidad y recuento celular para conocer
el nimero de MSCs en cada uno de los pocillos por
volumen de sobrenadante recolectado. Concluidos los
cultivos, se volvieron a llevar a cabo los distintos
protocolos de cuantificacion para cada uno de los factores
solubles expresados por las células durante el cultivo

utilizando la técnica de ELISA con kit comerciales.

Tratamiento serologico.
Los tratamientos consistieron en inocular 100 pl de cada

suero en cada uno de los premolares de dos raices,
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obteniéndose las muestras de los dientes tras dos semanas
luego de la inoculacion. Para la MET, tras la extraccion de
los premorales, se obtuvo una muestra de la pulpa de la raiz
del diente, y para la MO y MEB se descalcificd el resto del

diente para su procesamiento histoldgico.

Microscopia Optica y Electronica.
Para la evaluacién estructural, las muestras, previa
descalcificacién, se procesaron de manera rutinaria para
secciones de parafina mediante fijacion en formaldehido al
10%, deshidratacion en series graduadas de etanol,
inmersion en xilol e inclusién en parafina. Cada décima
seccion (4 um de grosor) de cada bloque se tifio con
hematoxilina y eosina y se utilizd para el estudio
morfolégico.
Para el estudio ultraestructural, se fijaron principalmente
pequefias muestras de pulpa seleccionadas al azar en una
solucidn de glutaldehido al 2% en tampdn de fosfato 0,1 M
(pH 7,4) durante una noche a 4°C y luego se refijaron en
tetroxido de osmio al 1% en tampon fosfato 0,1 M (pH 7,4)
durante 30 min. Después de la deshidratacion en serie de
gradiente ascendente de etanol se incluyeron en Araldita,
se cortaron secciones semifinas y ultrafinas con un
ultramicrotomo LKB.
Las secciones semifinas se tifieron con azul de toluidina,
mientras que las secciones ultrafinas se tifieron con acetato
de uranilo y citrato de plomo. Las secciones ultrafinas
fueron vistas y fotografiadas en un Microscopio
Electronico de Transmisién Jeol 1400 y de Barrido Jeol
7800.
Los estudios morfométricos se realizaron en el
Microscopio Electronico, utilizando una superficie
constante de 10.000 um?, que corresponde a un cuadrado
de rejilla que tienen 100 pm de lado.
La observacion de las distintas secciones se realizo en el
Microscopio Electrénico de Transmision JeolJem 1400
(Jeol, Japdn) de alta resolucion (SCAI-UCO, Cérdoba) con
la adquisicion de 20 imagenes en modo .TIFF por muestra
mediante el software de microandlisis Inca energy 200tem
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y Aztec de adquisicién de imagenes acoplado al propio
equipo.

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el
programa Statgraphic® (Centurion XVI1®). Se aplicé la
prueba F de Andlisis de Varianza (ANOVA) para
determinar  si  habia  diferencias  significativas.
Posteriormente, se hizo la prueba de Scheffe de

comparacion mdaltiple. Los resultados se expresaron en
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media con su respectiva desviacion standard y se considerd

para ser significativa la diferencia de p<0,05.

RESULTADOS
Grupo control.
En los estudios realizados en este grupo control, no existen

cuadros lesionales de importancia, solo los debido a los

tratamientos traumaticos (figura 2).

Fig. 2. 5) MO: detalle de diente aparentemente normal, (Grupo control). H-E. Barra 100 um; 6) MEB: detalle de tibulos
dentinarios longitudinales, (Grupo control). Barra 50 um; 7) MEB: tubulos dentinarios transversales aparentemente
normales, (Grupo control). Barra 50 um; 8) MEB: detalle de prolongaciones de odontoblastos, (Grupo control). Barra 50
um; 9) MET: detalle de odontoblastos, (Grupo control). Barra 10 um; 10) MET: matriz conectiva de la pulpa dentaria,
(Grupo control). Barra 10 um.

(R: raiz, D: dentina, TD: tabulos dentinarios, Od: odontoblatos, Fc: Fibras de coladgeno, Pod: prolongacién de

odontoblasto, Fb: fibroblastos)

Con el Microscopio Optico, se aprecia un tejido pulpar
aparentemente normal, solo se puede apreciar un aumento
de los procesos hiperémicos fruto al traumatismo. Se
identifican odontoblastos dispuestos en hileras adheridos a
la superficie de la dentina.

En estos estudios, en el seno de la dentina se destacan
paralelamente unos a otros, los tubulos dentinarios, en cuyo

interior se aprecia la fibra de Tomes.

Con el Microscopio Electrénico de Barrido, se destaca en
la superficie de la dentina, los tlbulos dentinarios alargados
y asociados entre si. En tanto que, en la superficie pulpar,
una vez retirados los odontoblastos, se destaca las
secciones de los tubulos dentinarios, y en algunos de ellos
se mantienen las fibras de Tomes. Con el Microscopio
Electronico de Trasmision, las alteraciones que existen son

leves y debidas a los traumatismos.
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Los resultados morfométricos del grupo control
corresponden a un tejido conectivo adulto y en 10.000 pm?
son de la presencia de 2 capilares de media, 9,17 de
fibrocitos de media y 0,67 fibroblastos de media. (tabla 1,
grafico 1).

Grupo 1° con factores de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF).

Con el Microscopio Electrdnico de Barrido, se destaca una
dentina sin modificaciones, con tubulos dentinarios que
longitudinalmente muestran los tdbulos dentinarios

paralelos unos a otros (figura 3, recuadro n°11) y en su
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superficie interna se aprecian sus secciones transversales
con presencia de fibras de Tomes (figura 4, recuadro n°17),
(figura 5, recuadro n°23), (figura 6, recuadro n°30). Con el
Microscopio Optico, en este grupo de estudio, se destaca
que tras el traumatismo y el tratamiento con el suero VEGF,
la mayoria de los vasos se encuentran dilatados,
hiperémicos y en gran nimero. Aparentemente no existen
células inflamatorias, y las bandas conectivas son
normales. Los odontoblastos se mantienen alineados en
contacto con la dentina, (figura 3, recuadro n°12). En el

seno de la dentina se aprecian los tdbulos dentinarios

(figura 4, recuadro n°18).

Fig. 3. 11) MEB: detalle de la superficie de tibulos dentinarios, (VEGF). Barra 50 um; 12) MO: se aprecia hileras de
odontoblastos adheridos a la dentina, (VEGF). H-E. Barra 100 um; 13) MEB: detalle de la superficie de tdbulos
dentinarios, aparentemente normales, (TGF- B1). Barra 50 um; 14) MO: se aprecia hileras de odontoblastos,
aparentemente normales, adheridos a la dentina, (TGF- p1).H-E. Barra 100 um. 15) MEB: tdbulos dentinarios
aparentemente normales, (FGFb). Barra 50 um. 16) MO: detalle de componentes dentarios, destacando la pulpay la
dentina, aparentemente normales, (FGFb). H-E. Barra 100 um.

(TD: tabulos dentinarios, Od: odontoblatos, P: pulpa).

Con el Microscopio Electrénico de Transmisidn se destaca
la gran cantidad de vasos sanguineos que existen, y que
corresponde a capilares organizados (figura 6, recuadro
n°29), que llegan hasta diferenciar las células envolvente o
pericitos, y otros con luces irregulares revestidos de células

endoteliales que tienen gran cantidad de organoides

citoplasmaticos (figura 5, recuadro n°24), (figura 7,
recuadro n°35 y n°36).
Los resultados morfométricos corresponden a un tejido
conectivo cicatricial activo y en 10.000 um? son de la
presencia de 6,17 capilares, con 2,83 de fibrocitos y 4
fibroblastos de media. (tabla 1, gréafico 1).
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Fig. 4. 17) MEB: detalle de dentina, mostrando las
secciones de los tibulos dentinarios, (VEGF). Barra 50
um; 18) MO: se aprecian los odontoblastos dispuestos
en hilera, y los tbulos dentinarios en el seno de la
dentina, (VEGF). H-E. Barra 100 um; 19) MEB: se
destaca las secciones de los tubulos dentinarios, (TGF-
B1). Barra 50 um; 20) MO: se aprecia la relacion de los
odontoblastos con los tdbulos dentinarios, (TGF- 1).
H-E. Barra 100 pm; 21) MEB: se observan
aparentemente normales las secciones de los tibulos
dentinarios, (FGFb). Barra 50 pm; 22) MO: se destacan
la relacidn entre los odontoblastos y los tibulos
dentinarios, (FGFb). H-E. Barra 100 pum.

(TD: tabulos dentinarios, Od: odontoblatos).

Grupo 2°, con factores de crecimiento de fibroblastos-tipo
2 (FGFb).

En este grupo tras realizarse un traumatismo en su pulpa y
tratarse posteriormente con FGFb, con el Microscopio
Optico, en la camara pulpar, apenas hemos encontrado
modificaciones dignas de sefialar (figura 3, recuadro n°16).
Solo podemos sefialar que existe una escasa densidad
vascular, y estan estructurados como vasos maduros con
luces regulares, endotelio continuo que estd rodeado por
pericitos (figura 6, recuadro n°33).

Los fibroblastos son abundantes y estan dispuestos por toda

la cdmara pulpar.
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Tabla 1. Medias y desviacion standard por 10.000 um?
del nimero de capilares (A); nimero de fibrocitos (C) y
namero de fibroblastos (D).

A G. Control G. G. G.
VEGF FGfb TGF-B
a 2,00 5,00 3,00 2,00
b 2,00 6,00 4,00 4,00
c 1,00 7,00 5,00 4,00
d 2,00 8,00 3,00 5,00
e 3,00 7,00 5,00 6,00
f 2,00 4,00 6,00 3,00
Media 2,00 6,17 4,33 4,00
SD 0,63 1,47 1,21 1,41

B G. Control G. G. G.
VEGF FGfb TGF-B
a 9,00 1,00 5,00 4,00
b 8,00 3,00 4,00 3,00
c 10,00 4,00 3,00 5,00
d 9,00 3,00 2,00 4,00
e 11,00 4,00 4,00 6,00
f 8,00 2,00 5,00 4,00
Media 9,17 2,83 3,83 4,33
SD 1,17 1,17 1,17 1,03

C G. Control G. G. G.
VEGF FGfb TGF-B
a 1,00 3,00 7,00 5,00
b 0,00 4,00 6,00 4,00
c 1,00 4,00 6,00 6,00
d 1,00 3,00 8,00 5,00
e 0,00 5,00 7,00 6,00
f 1,00 5,00 8,00 4,00
Media 0,67 4,00 7,00 5,00
SD 0,52 0,89 0,89 0,89

Los odontoblastos se mantienen, y se disponen alineados
adheridos a la dentina (figura 4, recuadro n°22), (figura 6,
recuadro n°34). Los tGbulos dentinarios atraviesan la
dentina, disponiéndose paralelos unos a otros (figura 5,
recuadro n°27). Con el Microscopio Electrénico de
Barrido, la dentina tiene una morfologia normal (figura 3,
recuadro n°15), los tdbulos dentinarios, tanto en
disposicién longitudinal como en las observaciones
transversales, mostrando filamentos de los odontoblastos
entrando en dichos tubulos (figura 4, recuadro n°21),

(figura 5, recuadro n°28).
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Grafico 1. Representacion grafica por 10.000 um? del
namero de capilares (A), fibrocitos (B) y fibroblastos
C).

Al Microscopio Electronico de Trasmision se aprecia
abundantes fibroblastos que muestran numerosos
organoides citoplasmaticos, fundamentalmente reticulo
endopladsmico rugoso (figura 7, recuadro n°39), cuyas
cisternas tienen sus luces dilatadas y con contenido proteico
en su interior. Y relacionado con el reticulo y su membrana
celular existen madejas de microfilamentos de
tropocolageno. Las fibras de coldgeno muestran unas
estriaciones normales solo en zonas periféricas, las fibras
de colageno presentan unos engrosamientos atipicos (figura
7, recuadro n°40). Los resultados morfométricos
corresponden a un tejido conectivo cicatricial y en 10.000
um? son de la presencia de 4,33 capilares, con 3,83 de
fibrocitos de media y 7 fibroblastos de media (tabla 1,
gréafico 1).
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Fig. 5. 23) MEB: se aprecian los tibulos dentinarios en
corte longitudinal, (VEGF). Barra 50 um; 24) MEB: se
destacan las prolongaciones citoplasmaticas de los
odontoblastos, (VEGF). Barra 10 pm; 25) MEB: se
aprecian las secciones longitudinales de los tibulos
dentinarios, (TGF- B1). Barra 50 um; 26) MEB: se
aprecian las prolongaciones longitudinales de los
odontoblastos, (TGF- f1). Barra 10 um; 27) MEB: se
destaca el paralelismo de los tdbulos dentinarios,
(FGFDb). Barra 50 um; 28) MEB: se observan con
nitidez las prolongaciones citoplasmaticas de los
odontoblastos, (FGFb). Barra 10 pum.

(TD: tdbulos dentinarios, Pod: prolongacion de
odontoblasto).

Grupo 3° con factores de crecimiento transformante-f1/
(TGF-B1).

En este grupo tras realizarse un traumatismo en su pulpa y
tratarse posteriormente con TGF-B1, con el Microscopio
Optico, en la céamara pulpar, existe escasa reaccion
inflamatoria en la camara pulpar, los capilares son escasos
y maduros, de luces regulares y con todos los componentes
propios de un capilar continuo. Los fibroblastos son
abundantes y se relacionan con las hileras de odontoblastos
(figura 3, recuadro n°14), la mayor parte de la dentina
muestra los tdbulos dentinarios paralelos unos a otros
(figura 4, recuadro n°20). Y la mayor parte de cavidad esta

ocupada por fibras de colageno.
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Fig. 6. 29) MET: se aprecian capilares sanguineos
aparentemente maduros, (VEGF). Barra 2 um. 30)
MET: se destacan asociaciones de odontoblastos,
(VEGF). Barra 10 um. 31) MET: se aprecian capilares
con glébulos rojos en su interior, (TGF- p1). Barra 2
um. 32) MET: se aprecian odontoblastos asociados
entre si, (TGF- B1). Barra 10 um. 33) MET: el capilar
que se aprecia es normal y maduro, (FGFb). Barra 2
um. 34) MET: se observan odontoblastos en hileras,
(FGFb). Barra 10 um.

(Od: odontoblatos, C: capilar).
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En los estudios realizados con el Microscopio Electronico
de Barrido se diferencian los odontoblastos con
prolongaciones citoplasmaticas en relacién de los tibulos
dentinarios (figura 5, recuadro n°26).

La superficie longitudinal de los tibulos dentinarios con el
MEB, son aparentemente normales (figura 3, recuadro
n°13), igual ocurre en su corte transversal (figura 4,
recuadro n°19), (figura 5, recuadro n°25).

Con el Microscopio Electrénico de Transmision, todos los
componentes de los capilares se presentan aparentemente
normales (figura 6, recuadro n°31), y en relacion de los
fibroblastos, tienen tendencia a transformarse en fibrocitos
con escasos organoides citoplasmaticos.

De los elementos que se destacan son las fibras de
colageno, que se disponen irregularmente por toda la
camara pulpar. La mayoria de ellas muestran una estriacion
nitida, solo algunas de ellas muestran irregularidades con
engrosamientos puntuales de las mismas, que muestran las
estriaciones mas gruesas (figura 6, recuadro n°32), (figura
7, recuadro n°37 y n°38).

Fig. 7. 35) MET: se aprecia fibroblastos activos, con abundante reticulo endoplasmico, (VEGF). Barra 2 um; 36) MET:
se destacan abundantes fibras de colageno en vias de formacion, (VEGF). Barra 5 um; 37) MET: se destaca un
fibroblasto, con reticulo endoplasmatico, (TGF- B1) Barra 2 um; 38) MET: se observa abundantes fibras de colageno
maduras, con las correspondientes estrias, (TGF- 1). Barra 5 um; 39) MET: se observa un fibroblasto con
abundantisimo reticulo endoplasmatico, (FGFb). Barra 2 um; 40) MET: las fibras de coldgeno son maduras, con las
correspondientes estrias, (FGFb). Barra 5 pm.

(Fc: Fibras de colageno, Fb: fibroblastos).
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Los resultados morfométricos corresponden a un tejido
conectivo cicatricial fibroso y en 10.000 pm? son de la
presencia de 4 capilares, de los cuales con 4,33 de fibrocitos

de media y 5 fibroblastos de media. (tabla 1, gréfico 1)

DISCUSION

Son diversos los sueros con factores de crecimiento y
estimulacion, utilizados, desde la experiencia realizada por
Kim et al. [10], que por primera vez us6 hueso liofilizado
mas PRP, en recuperaciones dentales.

Para conocer la actuacién de forma independiente como en
conjunto, de las diferentes citoquinas producidas por
celulas mesenquimales cultivadas, en tejidos conectivos, en
sus diferentes componentes, resulta de gran interés el uso
de la cdmara pulpar de dientes, y sobre todo de premolares,
como hiciera Kim et al. [10] para conocer la accion de los
factores de crecimiento de las plaquetas. En la cdmara
pulpar podemos estudiar la angiogénesis y evolucion de los
vasos sanguineos, también el comportamiento de células
fundamentales del tejido conectivo como son fibroblastos,
y también en el caso de los dientes los odontoblastos, célula
productora del material fibrilar de la dentina, y finalmente
la sintesis y evolucion de las fibras de colageno,
destacandose la progresiva implantacién de las moléculas
de tropocolageno para formar las fibras de colageno [11].
Lynch et al. [1] utilizaron PDGF-BB+IGF-I en un gel de
metilcelulosa en perros Beagle y observaron que, a los 7
dias el porcentaje de hueso que rellenaba el espacio peri-
implantario y el porcentaje de superficie del implante en
contacto con nuevo hueso eran significativos frente a los
controles. A los 21 dias, el porcentaje de hueso que
rellenaba el espacio peri-implantario seguia siendo
significativo, pero no el porcentaje de superficie del
implante en contacto con el hueso.

En nuestra experiencia hemos podido estudiar, la accién de
cada factor inductor (VEGF, FGFb y TGF-B1) y también
su accion conjunta, y conocer las posibles sinergias y
acciones contradictorias de estos tres factores de sueros de

células mesenquimales.
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El Factor de Crecimiento Vascular Endotelial (VEGF)
utilizado, se aislé originalmente a partir de cultivos
celulares mesenquimales. Como se conocia, hemos podido
comprobar que se comporta como un mitégeno potente y
selectivo para las células endoteliales, aunque no se conoce
con detalle su papel en la regeneracién, su importancia
queda manifestada por su accién angiogénica in vivo [9].
Las mitosis que hemos encontrado, en una primera fase,
recaen sobre células inespecificas, pero enseguida se
relacionan entre si, por uniones entre células, y se inicia la
formacion de nuevos vasos de distintas formas, pero
predominando en esta primera fase las formaciones de
capilares.
Coincidiendo con estudios anteriormente realizados,
hemos demostrado que el VEGF es un factor implicado no
solo en la formacion de nuevos vasos (Ferrara, 2009), sino
que también se implica tanto en su mantenimiento como en
su fisiologia.
En relacion con el mantenimiento vascular, éste, no solo
persiste, sino que evoluciona hasta formar capilares
maduros. Se acentla rapidamente al pasar los capilares, de
tener un revestimiento irregular y trayectos sinusoides, al
estructurarse con luces regulares y sus componentes como
capilares maduros, con revestimiento de células
endoteliales planas, y envueltas de pericitos.
La funcién de estos nuevos vasos se hace evidente, al
repartirse de forma ordenada por toda la camara pulpar,
desatancandose abundantes vasos, vascularizando los
odontoblastos, y el resto de tejido conectivo de la cdmara
pulpar.
Debido al mantenimiento de la actividad de los
odontoblastos, con el Microscopio Optico y Electrénico de
Barrido, hemos comprobado que la dentina mantiene su
morfologia. Igual ocurre en el territorio que se considera
cicatricial, formado por fibroblastos, en el que estas células
muestran mitosis, se encuentran en un nimero notable, y
aumenta su actividad de sintesis de proteinas formadoras de
tropocolageno, al desarrollar en su citoplasma abundantes
cisternas de reticulo rugoso.
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De la actividad de los fibroblastos, son abundantes las
fibras de colagenos existentes, con la caracteristica de que
presenta unas estriaciones aparentemente normales [11]. El
factor de crecimiento transformador (FGFb), la primera vez
que se identificd, se trataba de un factor que promovia la
transformacion de los fibroblastos en cultivo celular, la
accion del TGF sobre estas células, e incluso alteraba su
fenotipo y las transformaba en células tumorales. Resultd
ser una mezcla de dos proteinas TGF-a y TGF-B, poseen
muchas acciones biolégicas comunes, entre ellas:
aumentan la proliferacion y la migracién de las células
conectivas y epiteliales, fendmenos que se acentdan porque
liberan iones calcio del hueso.

El FGFb es muy potente y tiene efecto angiogénico debido
a que favorecen las mitosis, pero lo que es mas importante,
es que actian sobre células conectivas y epiteliales,
favoreciendo el aumento en su nimero a través de las
mitosis y sobre todo convierte a las células en elemento
activo, al favorecer la formacién de los organoides
citoplasmaéticos, sobre todo reticulo rugoso, que forman las
proteinas que les corresponden sintetizar a cada tipo de
células.

De los tres factores de crecimiento se destaca TGF-B1,
como Factor de crecimiento transformante formado por las
células madre mesenquimales (MSC), que pueden
diferenciarse y apoyar la continuacién en el desarrollo
radicular, factores de crecimiento (GF), para la induccién
de la proliferacion celular y la diferenciacion, y un andamio
adecuado que brinde soporte y promueva la migracién,
crecimiento y la diferenciacion celular. Lo mismo que el
plasma rico en plaquetas (PRP) han sido reportados como
andamios de eleccién en la regeneracion endodontica, se
dice que estimulan la formacién de tejido, la organizacion
y la adherencia celular, mejorando el tiempo de tratamiento

y de evolucion.

CONCLUSIONES
Hemos comprobado que la accion beneficiosa de los sueros

empleados, de forma independiente, sobre los tejidos
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alterados de la pulpa dentaria, mejora el lecho vascular,
activan los fibroblastos y favorecen la formacion de fibras

de colageno.
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