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Resumen

Debido a su facil accesibilidad, recolecciéon
menos invasiva, menos restricciones éticas
asociadas con la diferenciacion en lineas
multiples mas grandes y mas rapidas
que las de los dientes permanentes,
las células madre han ganado mayor
notoriedad e inversién en investigacion.
Actualmente, se ha demostrado que estas
células son potenciales en el tratamiento
regenerativo de tejidos de numerosas
patologias. Caso clinico: Presentar un
caso clinico de extracciéon de dientes con
retencion prolongada de un nifio vardn
de 7 afios como una posible forma de
obtener células madre pulpares. Después
del diagndstico y la radiografia, en la que
tenia 1/3 raices, la cirugia fue la opcion de
tratamiento. Inmediatamente después de
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la extraccion, los dientes se colocaron en
un tubo de ensayo con medio de transporte
y se enviaron a un laboratorio de cultivo
celular. La pulpa dental se retiré con la
ayuda de archivo endoddntica y se coloco
para cultivo celular. El comienzo de la
proliferacién comenzé después de 4 dias de
cultivo. Conclusion: se ha demostrado que
las células madre de dientes deciduos son
una alternativa terapéutica prometedora,
pero comprender la biologia de estas
células requiere mas pruebas in vivo. En
este trabajo concluimos que las células de
la pulpa dental en dientes con retencion
prolongada pueden ser una alternativa
para obtener células madre.
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Células madre obtenidas de dientes

Caso clinico

con retencion prolongada

Células tronco obtidas de dentes com retengao prolongada

Resumo

As células tronco provenientes da polpa
de dentes deciduos, em virtude a sua facil
acessibilidade, coleta menos invasiva,
poucas restri¢des éticas, associados com a
diferenciacao em multilinhagem maior e
mais rapida que as dos dentes permanentes,
vém ganhando mais notoriedade e
investimentos em pesquisas. Atualmente,
essas células tem se mostrado potenciais
no tratamento regenerativo tecidual
de intimeras patologias. Caso clinico:
apresentar um relato de caso da exodontia
de dentes com retencao prolongada, de
uma crianga do sexo masculino de 7 anos
de idade como possivel forma de obtencao
de células tronco pulpares. Apds o
diagnostico clinico e radiografico, no qual
apresentavam 1/3 de raizes, a cirurgia foi

Case report

opgao de tratamento. Imediatamente apos
a remocao os dentes foram colocados em
tubo de ensaio como meio de transporte e
encaminhados para laboratdrio de cultivo
celular. A polpa dentaria foi retirada com
ajuda de lima endodontica e colocada para
cultivo celular. O inicio da proliferacao
comecou apds 4 dias de cultivo.
Conclusao: As células tronco de dentes
deciduos tem se mostrado uma alternativa
terapéutica  promissora, porém a
compreensdao da biologia dessas células
necessita de mais testes in vivo. Nesse
trabalho concluimos que as células da
polpa dentdria em dentes com retengao
prolongada podem ser uma alternativa
para obtencao de células tronco.

Palavras chaves: Células-tronco, polpa
dentdria, dente deciduo, odontopediatria.

Stem cells obtained from teeth with prolonged retention

Abstract

Due to their easy accessibility, less
invasive collection, few ethical restric-
tions associated with differentiation into
larger and faster multilining than those
of permanent teeth, stem cells have
gained greater notoriety and investment
in research. Currently, these cells have
been shown great potential in tissue
regenerative treatment of numerous
pathologies. Case report: We present a
case report of prolonged teeth retention
extraction from a 7-year-old male child

as a possible way to obtain pulp stem
cells. After clinical and radiographic
diagnosis, in which it had 1/3 roots,
surgery was the treatment option.
Immediately after removal, the teeth
were placed in a testing tube as a mean of
transportation and sent to a cell culture
laboratory. The dental pulp was removed
with the help of an endodontic file and
placed for cell culture. The beginning
of proliferation began after 4 days of
cultivation.  Conclusion: Deciduous
teeth stem cells have been shown to be
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a promising therapeutic alternative, but
understanding the biology of these cells
requires further testing in vivo. In this
paper we concluded that dental pulp
cells in teeth in prolonged retention

Introduccion

La ingenieria en tejidos acttia pesquisando
y desenvolviendo nuevas combinaciones
celulares visando crear o regenerar tejidos,
las células madre (CT) vienen siendo una
de sus principales focos de interés debido
a su poder de renovacién y diferenciacion
celular.’> Las CT son clasificadas en
células madre embrionarias (CE) y células
madre mesénquimas adultas.” Las CE son
totipotentes, de este modo pueden crear
todo tipo celular, mientras las células
madre mesenquimales adultas posee una
limitacion, ellas crean apenas algunos tipos
celulares,’ contodo, ambas tienen unaamplia
capacidad de proliferacion y de promover la
regeneracion del tejido, torndndolas objeto
de pesquisas en muchas dreas de la salud,"**
incluyendo la odontologia.>*”

Una de las primeras publicaciones acerca de
las células-madre mesenquimales adultas
de origen dental (CTD) fue en el afio 2000,
donde fue observado en células colectadas
de la pulpa dentaria de terceros molares la
presencia de células madre mesenquimales
similares a las localizadas en la medula
Osea.® Se observo un gran aumento en la
populacion de células clonogenicas en
el tejido pulpar, como también células
formadoras de colonia de origen pulpar
en el mayor numero comparado con
las CMEs.? Posteriormente, en 2003, al
estudiar la pulpa de dientes primarios
exfoliados, células altamente proliferativas
fueron identificadas, con la capacidad de
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could be an alternative to obtaining stem
cells.

Key words: Stem cells, dental pulp, tooth,
deciduous, pediatric dentistry.

diferenciacion en una variedad de tipo
celulares, incluyendo células neurales,
adipocitos y odontoblastos.’

A lo largo de casi dos décadas diversos
estudios usando CTDs fueron realizados,
actualmente se sabe que en la cavidad
oral es posible encontrar células madre
en: el alveolar, ligamento periodontal,
papila dental, foliculo dentario, pulpa
de los dientes permanentes y primarios
exfoliados/extraidos, incluyendo dientes
natales.®® La fdcil accesibilidad a
las células madre provenientes de la
pulpa de los dientes primarios (CTPD)
debido a que la recoleccion es menos
invasiva, tiene pocas restricciones éticas
al compararlas con la obtencion de las
células madre embrionarias, esto asociado
a una mayor y mas rapida diferenciacién
que las de los dientes permanentes,
ya estan haciendo ganar cada vez mas
notoriedad e inversion en pesquisas.>'?¢
Actualmente se sabe que las CTPD en
estudios in vitro e in vivo, son eficaz en
tratamiento de insuficiencia hepética,*
de la encefalomielitis autoinmune
experimental,!’ Parkinson,'?> Alzheimer,"
diabetes mellitus,'* regeneracion del
tejido de la cornea,”® en la restauracion
del tejido dseo debido a las enfermedades
periodontales,'® regeneracion de la
dentina y de la pulpa dentdria.

Para el aislamiento eficaz de las CTPD,
es necesario que el diente primario se
encuadre en algunas recomendaciones,
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sin embargo, no existe un protocolo
establecido para la colecta de CTPD. Es
preferible que haya ocurrido en lo maximo
2/3 del proceso de rizdlisis, la pulpa debe
presentar vitalidad, se prefiere dientes
anteriores, extraidos, sin traumatismo,
pudiendo haber tejido cariado, aun asi, no
es lo mas indicado.''® En este sentido, en
dientes con retencion prolongada (RP) el
proceso de rizdlisis no ha concluido, de
este modo, los mismos permanecen en la
cavidad oral mayor tempo del esperado
generando una grande probabilidad
de alteraciones en la oclusidén, siendo
necesaria una intervencion cirurgica."

El presente estudio tiene como objetivo
presentar unrelato del caso delaexodoncia
de dientes con retencion prolongada
donados para el aislamiento y cultivo
celular, como fuente de células madre.

Reporte de caso

Paciente de 7 anos de edad, genero
masculino, 23 kg, se presentd a la clinica
de odontopediatria de la Universidad
Nilton Lins acompanado por la mama para
un examen semioldgico de rutina. Hubo el
siguiente reporte “los dientes delanteros
que quedan en la parte de abajo, se puso
flojo, pero como €l no aflojaba totalmente,
el diente endurecid” fue relatado también
que €l tenia el habito de apretar los dientes
frecuentemente cuando se ponia nervioso
0 ansioso.

En el examen clinico intraoral, se observo
denticion mixta, todos los dientes limpios,
sin embargo, con maloclusién, por
esa razon el paciente fue referido para
evaluacién y tratamiento ortopédico.
Conforme la mamad habia reportado, los
incisivos laterales primarios inferiores

con retencion prolongada

estaban en oclusion (Figura 1) y sin
movilidad. A través de la radiografia
periapical en la region de los incisivos
laterales inferiores (Figuras 2 y 3), fue
observado que los gérmenes de los
incisivos laterales inferiores permanentes
se encontraban en la etapa 8 de Nolla,
entonces, deberian estar estallando en la
cavidad oral.

Figura 1: Fotografia intraoral oclusal
de la arcada inferior: Se observa la presencia
de los incisivos laterales primarios inferiores.

Figura 2: Radiografia periapical del diente 82.

Figura 3: Radiografia periapical del diente 72.
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Al analizar la fase de la etapa de Nolla
de los gérmenes de los dientes 32 y 42 asi
como su posicionamiento y la etapa de
rizdlisis de los dientes 72 y 82, se opto6 por
la exodoncia. En virtud de la cantidad de
la pulpa dentaria presente, esos elementos
se tornan viables para la recoleccion de
células madre. La responsable concedid
la donaciéon de los dientes primarios
para pesquisas sobre las CTPD. Fueron
aplicadas las técnicas de condicionamiento
comportamental ~ hablar-mostrar-hacer
y distraccion permitiendo disminuir el
estrés y el cansancio emocional del nifio,
principalmente debido a que la madre
habia reportado previamente episodios
constantes de nerviosismo y ansiedad por
parte del nifio. Para evitar el movimiento
de oclusidn y posibles accidentes durante
el procedimiento derivados del acto, fue
utilizado abridor de boca (Angelus, Brasil)
como contencion pasiva.

Para la obtencion de células madre de la
pulpa de dientes primarios, se recomienda
el cuidado para evitar la ruptura de la
cadena aséptica y contaminacion de la
pulpa dentaria por lo que se aplico el
protocolo de la extraccion dentaria en
odontopediatria.

Se realizd la profilaxis de los dientes a
ser extraidos (Figura 4) utilizando pasta
profilactica para remocién del biofilm
presente en la estructura dentaria,
posteriormente, antisepsia intraoral
con clorhexidina 0,12% y extraoral con
iodopovidona topico, evitando posibles
contaminaciones por microorganismos.
En seguida, se seco la mucosa, y fue
aplicado anestésico topico en gel de
benzocaina durante 3 minutos. Se realizo
con anestesia terminal infiltrativa (Figuras
5 e 6) y el bloqueo del nervio incisivo con
aguja corta y clorhidrato de lidocaina 2%
con epinefrina 1:100.000, respetando la
dosis maxima de dos tubos y medio.

Revista de Odontopediatria Latinoamericana

Figura 4: Profilaxis previa a la exodoncia

Figura 5: Anestesia infiltrativa en la region
del diente 82.

Figura 6: Anestesia infiltrativa
en la region del diente 72.

Para la sindesmotomia fue utilizado el
elevador de Molt, en la dislocaciéon y
exéresis con pinzas (férceps) 6 infantil.
después la exéresis, utilizando la misma
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pinza (férceps), los dientes fueron
inmediatamente transferidos para
los tubos de ensayo estéril (Figuras 7
y 8) con solucién salina estéril (PBS)
(Eurofarma, Brasil), estos después de
haber sido guardados y identificados
fueron almacenados dentro de un
recipiente térmico (Gelotech, Brasil) para
la conservacion de la pulpa dentaria
remanente. No fue necesaria la realizacion
de sintesis, pues los gérmenes de los
incisivos laterales permanentes estan cerca
de estallar. las recomendaciones del pos-
operatorio fueron todas regulares, dando
énfasis en la prevencion del mordisqueo

Figura 7: Almacenamiento del diente 82
en el tubo de ensayo.

- =
Figura 8: Almacenamiento del diente 72
en el tubo de ensayo.

con retencion prolongada

que podria ocurrir debido al labio inferior
haber sido anestesiado. Como terapia
medicamentosa fue empleado el uso de
analgésico (Paracetamol 200 mg/ml de 6/6
horas, por 24h) debido a la baja lesion del
tejido.

Los dientes almacenados en medio de
transporte fueron enviados dentro de
24 horas para el laboratorio de cultivo
celular, donde fueron realizados los
procedimientos para el aislamiento
y cultivo de las células madre. Como
fueron almacenados en 2 tubos de ensayo,
dividido en 2 grupos: uno quedo en medio
de PBS y el otro en medio del cultivo
celular.

Para el inicio del procedimiento del cultivo
primario, los dientes fueron lavados
5 veces con PBS a 2% del antibidtico y
antimicético (Sigma®) (Figuras 9 y 10).
Primeramente, fue retirada la papila

Figura 9 y 10: Al recibir los dientes, estos
fueron lavados 5x en PBS para el inicio
de la remocion de la pulpa.
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apical utilizando pinza clinica. Y por
fin, la remocion de la pulpa dentaria fue
realizada a través del foramen apical
utilizando lima Kerr nimero 15.

Los tejidos fueron fragmentados en
piezas menores que 1 mm? y colocadas
en placas Petri (Figura 11). Las placas
fueron monitoreadas diariamente. Los
explantes quedaron en medio del cultivo
de manutencion constituido de aMEM
(Minimum Essential Medium Eagle — «
modification) con 1% de solucion anti-
biodtica-antimicdtica, 1% (B-mercaptoetanol
y 10% de suero fetal bovino (FBS), 100 uM
de acido ascorbico y 2 mM de L-Glutamina
(Glutamax® Gibco).

Figura 11: Fragmentos de los tejidos
pulpares en la placa de Petri con medio
de cultivo celular

Después que las células migraran y se
fijaran a la placa, el medio de cultivo fue
cambiado, de acuerdo con la necesidad
del metabolismo celular. El monitoreo
del crecimiento celular fue realizado a
través de microscopio invertido de fase y
aspectos como vitalidad celular, coloraciéon
y aspecto del medio fueron analizados
(Figura 12). Después de alcanzar 75%
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Figura 12: Foto tomada del microscopio
invertido de fase. En la porcion inferior aparece
mitad del tejido pulpar y alrededor varias
células saliendo.

de confluencia en la placa, las células
fueron subcultivadas de acuerdo con
la necesidad de nuevas placas, hasta su
uso. El diente que quedo almacenado en
solucién salina no obtuvo éxito, pues no
habia generacion de células.

Discusion

Nada es mas notable que el mecanismo
entre la transicion dentaria primaria y la
permanente. Las reabsorciones dentarias
se presentan como un problema frecuente
en la clinica odontopediatrica. A lo largo
del proceso de rizolisis, ocurren algunas
modificaciones incluyendo la region del
piso de la camara pulpar, que muestra
mayor porosidad y el apice radicular.?
El proceso de reabsorcién radicular
fisiologica es causado por mecanismos
moleculares y celulares que acttian
de forma intermitente, sin embargo,
factores sistémicos, genéticos o locales
pueden acelerar o retardar el proceso
de rizolise.” la reabsorcién anormal de
los dientes primario podra generar una
retencion prolongada de ellos, lo que
implica en una dificultad para el brote
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del elemento permanente o un desvio
de posicién esperada.”” Danelon et al.
(2019)* mencionaron la importancia del
diagnodstico precoz de los dientes con
RP y de hacerse la exodoncia para evitar
dafnos a la oclusiéon, como también el
acompanamiento de la erupcion de sus
sucesores permanentes. La retencion
prolongada de los incisivos primarios
altera la via normal de erupcion de
incisivos permanentes, resultando en
la impactacion, erupcion ectdpica como
por lingual. En el caso de aqui descrito,
los laterales primarios mostraban tal
caracteristica, en el cual hubo inicio de
exfoliacion sin embargo estancé y no
presento mas movilidad. Tal condicién
fue diagnosticada a través de examen
clinico y radiografico. en la cual los
dientes 32 y 42 estaban en etapa 8 de
desenvolvimiento radicular entonces sin
espacio. Como conducta terapéutica de
esta condicion, se indica la exodoncia de
los elementos retenidos, favoreciendo
el proceso de erupcion de los sucesores.
Con el descubrimiento de las células
madre, muchos padres se han
preguntando sobre la posibilidad de
almacenar esas células para posibles
tratamientos. Ya que la terapia aplicada
a las células madre provenientes de la
pulpa de los dientes primarios es una drea
en constante crecimiento, se torna cada
vez mas en una alternativa para el proceso
de regeneracion y reparacion residual
en la drea odontoldgica y médica.>® Se
sabe que las CTPD debido a sus
innumerables ventajas y posibilidades de
diferenciacion vienen siendo utilizadas
en pesquisas del tratamiento de enferme-
dades neurodegenerativas, enfermedades
hepéticas, reconstrucciones Oseas, entre
otras.">'"!® La obtencion de esas células
madre no posee un protocolo especial,
sin embargo, es necesario que el cirujano
dentista tenga los conocimiento y tome

con retencion prolongada

los cuidados para eleccidon del diente y
como mantenerlo hasta el aislamiento de
las CTPD.' %23 Para Sunil et al. (2015)* los
molares primarios no son los indicados
para la obtencion, debido a que contienen
menor cantidad de pulpa que los dientes
anteriores y poseen mayor probabilidad
de contaminarse .

La resorcion radicular retardada de los
molares puede resultar en una obliteracién
de la pulpa, haciendo inviable esta para
el aislamiento.” en el presente informe
del caso, los dos dientes con retencion
prolongada fueron los incisivos laterales,
y estos, de acuerdo a los autores son
indicados para exodoncia y obtencién
de las CTPD. Los dientes que presentan
lesiones cariosas, asi como, restauracion
no son los indicados para la recoleccion,
ya que la pulpa dentaria tuvo alteracion.
Asi, de acuerdo con Tsai et al. (2017)*
este aislamiento y cultivo se torna
inadecuado, pues la expansion de las
CTPD sera inferior al ser comparada con
la de los dientes saludables, también los
dientes con pulpitis o necrosis pulpar no
son aprovechables para el aislamiento y
cultivo de las CTs.’** Ambos dientes del
presente caso estaban sanos, sin indicios
de necrosis pulpar, con caracteristicas
favorables para el aislamiento y expansién
celular, desde que fueron almacenado en
un medio del cultivo celular adecuado
y enviados en menos de 72 horas al
laboratorio para iniciar la expansiéon
celular. Eso est4d de acuerdo con Bernadi et
al. (2011)* dientes primarios en proceso de
rizolisis tuvieron mayor éxito en el cultivo
y expansion celular en comparacion con
los dientes sin ninguin tipo de reabsorcion,
a pesar de poseer mayor accesibilidad
para la obtencién, asi como también mas
disponibilidad. Popuri (2018)" dice que
1/3 de raiz es suficiente para el éxito, sin
embargo, Sunil et al. (2015)* comentan
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que dientes primarios con 2/3 de raiz son
preferibles, pues las posibilidades de éxito
aumentan. Para Nobrega et al. (2018)* la
perdida precoz de los dientes primarios
es causa de la disminucién de la longitud
del arco, la migracion de los dientes
vecinos al espacio originado, teniendo
como consecuencia problemas en la
masticacion, fonacion, comprometiendo
la estética y afectando psicoldgicamente
al nino. Entonces, la extraccion precoz
con finalidad de obtencion de CTPD no es
recomendada, de esta manera, los dientes
con retencion prolongada representan
alguna ventaja para el paciente. La
literatura concuerda que los dientes
primarios necesitan tener algtin grado de
reabsorcion fisiologica y no infeccioso, por
tanto, no deberia estar en etapa avanzada,
pero difieren en cuanto a la cantidad ideal
de la raiz para la obtencién.'”*

Para Pilbauerova et al. (2018)* después
de la exodoncia, los dientes primarios
nescesitan ser sumergidos en la solucion
del medio de cultivo celular apropiado
para que las células lleguen viables para su
manipulacion en el laboratorio. El medio
de transporte para el cultivo de esas células
fue publicado por Gronthos et al.,* siendo
el protocolo mas utilizado, y el que fue
realizado en esta pesquisa de caso clinico.
Al contar con 2 dientes, dejamos uno en
ese medio de cultivo celular y el otro fue
almacenado en solucion salina PBS para
verificar si habria apoptosis celular o no
como descrito por Eubanks et al., 2014.%
Asi, en la fase de aislamiento, fue posible la
expansion de las células provenientes del
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