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SINTESIS
La periodontitis constituye un proceso cronico en el que la pérdida 6sea es el
signo mas significativo. El uso de células mononucleares autélogas ha dado
lugar a un nuevo tipo de tratamiento, su empleo con fines regenerativos es de
gran interés para la comunidad cientifica. Con el objetivo de evaluar la eficacia
de la terapia celular regenerativa con células mononucleares autdlogas en
pacientes con periodontitis se realizé un ensayo clinico fase lll, aleatorizado y
controlado en pacientes con periodontitis cronica. El grupo de estudio (n=34),
recibio tratamiento con células mononucleares autdlogas y el grupo control
terapia convencional (n=34). Se encontré una disminucion de dientes afectados,
sangrado y presencia de bolsas periodontales a los 6 meses posteriores al
tratamiento, tendencia que se mantuvo presente durante los 12, 18, 24 y 30
meses posteriores en el grupo de estudio, mientras que en el control las
manifestaciones de la enfermedad aparecieron paulatinamente a medida que
avanzaba el tiempo. Se demostré un aumento mantenido en la mejoria de los
signos de la periodontitis, lo que no ocurrié en los que recibieron tratamiento
convencional. La terapia celular regenerativa con células mononucleares

autblogas es factible, segura y mas eficaz que la convencional.
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INTRODUCCION



INTRODUCCION
El término enfermedad periodontal o periodontopatias, se refiere a un conjunto
de enfermedades que afectan los tejidos que protegen y soportan el diente:
encia, hueso, cemento dentario y ligamento periodontal. Las afecciones que
con mas frecuencia se presentan en estos tejidos son las inmunoinflamatorias
crénicas (gingivitis crénica y periodontitis)™ %
Estudios epidemioldgicos realizados en numerosos paises han demostrado que
las periodontopatias se distribuyen de forma universal, ya que con mayor o
menor prevalencia han sido observadas en las mas diversas partes del mundo,
pudiendo decirse que no existe pais ni territorio libre de ellas®.
Se ha expuesto, también, que la problematica de la forma inmunoinflamatoria
cronica es que la misma figura entre las afecciones mas comunes del género
humano, ocupando en la actualidad el segundo lugar en la jerarquizacion de los
problemas de salud bucal. En la mayoria de los casos, la destruccién de los
tejidos de soporte del diente suele ocurrir progresivamente y sin originar
grandes molestias para el individuo y la pérdida dentaria se presenta en la
edad adulta®®.
Los datos que presentamos a continuacion nos permiten apreciar el estado
periodontal que se describe en algunas partes del mundo.
Estado periodontal en América Latina
En un estudio realizado por Carillo y cols.”, reclutaron 361 pacientes de ambos

sexos y entre 11 y 77 afios de edad. En toda la muestra encontraron solo



cuatro pacientes sanos y alta prevalencia de gingivitis entre leve y moderada
hasta los 29 afios de edad, los pacientes de 30 a 39 afios mostraron
predominio de gingivitis severa y en la etapa de los 40 a 49 afios de edad se
observé marcadamente la presencia de periodontitis leve, evolucionando de
leve a moderada, apreciandose el establecimiento de la periodontitis severa
conforme avanzaba la edad.

Estudios realizados en poblaciones jovenes y adultas en Colombia, sefialan la
presencia de bolsas periodontales mayores de 5 mm en los 10,9 % y 50,2 % de
afectados por periodontitis respectivamente® °.

Estado periodontal en Estados Unidos de Ameérica

Se han descrito influencias de caracteristicas sociodemograficas en la
prevalencia de periodontitis en Estados Unidos® *°.

1.1, sefialan que la mayoria de la poblacién adulta de los Estados

Cobb y co
Unidos exhibe, en la actualidad, algun grado de periodontitis entre leve y
moderada.

Otras encuestas muestran que la periodontitis cronica es la forma mas
frecuente de periodontitis en los Estados Unidos, la prevalencia y severidad de
la misma aumentan con la edad, mientras que las formas agresivas afectan
Gnicamente a un pequefio porcentaje de la poblaciéon®?**,

Estado periodontal en Asia y Oceania

En una encuesta realizada en regiones de Asia y Oceania se encontré alta
prevalencia de enfermedad periodontal, asi como deficiencias en la higiene

bucal, se refiere que sefales de destruccion del periodonto de insercidén se ven

con frecuencia tempranamente, en adolescentes y adultos jovenes™.



Escudero y cols.'®, sefialan que la epidemiologia puede cambiar en funcién de
la poblacion estudiada, que los principales estudios transversales indican que
las formas severas de periodontitis afectan a una minoria en los paises
industrializados, aumentan con la edad y alcanzan su pico a los 50-60 afios.

De acuerdo con un reporte de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)",
entre el 5 al 15 % de la poblacién mundial padece periodontitis severa, siendo
esta la principal causa de pérdida dentaria en el adulto.

Estado periodontal en Cuba

En Cuba, de forma general, se ha apreciado un ligero aumento en la
prevalencia de la enfermedad periodontal en los dltimos afios en que se han
realizado estudios que sefalan que la enfermedad periodontal esta presente,
en alguno de sus grados entre el 75y 80 % de la poblacién, siendo la gingivitis
crénica la forma de enfermedad periodontal que mas afecta®”*°.

Aunque hasta ahora las investigaciones realizadas no son concluyentes, en los
ultimos tiempos se ha relacionado la periodontitis con importantes
manifestaciones en la salud general, entre las que se sefiala el aumento del
riesgo de enfermedad cardiovascular y bajo peso al nacer o parto prematuro™*
20-26-

Se ha asociado, ademas, con otras afecciones, como la artritis reumatoide, se
describe una incidencia mas alta de pérdida del hueso alveolar en pacientes
con esta entidad, por lo que Cantley y cols.?’, realizaron un estudio cuyo
objetivo era desarrollar un modelo animal para evaluar la relacion entre la
periodontitis preexistente y la artritis experimental. Los resultados mostraron

gue los ratones con periodontitis preexistente desarrollaron artritis mas severa

a una proporcion mas rapida.



También se ha descrito que la terapia periodontal, con el factor inhibidor de
necrosis tumoral, contribuye a reducir la severidad de la artritis reumatoide
activa en pacientes tratados®.

La altura del hueso alveolar se mantiene por medio de un complejo equilibrio
entre la formacién y reabsorcién 6sea en el que toman parte células muy
especializadas: los osteoblastos y los osteoclastos?.

En el transcurso de la enfermedad periodontal inmunoinflamatoria crénica el
equilibrio se rompe a favor de la reabsorcién, lo que ocasiona disminucién en la
altura del hueso alveolar, por lo que decimos que la periodontitis produce
cambios en la arquitectura del soporte 6seo dentario que puede ocasionar la
movilidad y pérdida definitiva del diente, de no tratarse oportunamente® .
Muchos investigadores afirman que la periodontitis cronica del adulto o
periodontitis cronica, forma mas frecuente de las periodontitis, es de causa
multiple y estiman que ésta se presenta por la interaccion de una variedad de
factores que se modifican entre si a lo largo del tiempo. No obstante, aunque se
acepta que las bacterias son necesarias para el inicio y progresion de la
enfermedad y que su accion esta favorecida por las deficiencias en la practica
de la higiene bucal, es la respuesta inmune la responsable de la destruccion de
los tejidos periodontales®®33.

La periodontitis cronica trae como resultado la destruccion lenta y progresiva de
los tejidos de soporte del diente y se diagnostica por parametros
exclusivamente clinicos, aunque las radiografias suelen ser un valioso

auxiliar®® 34,



Existen diversas opiniones en relacion a la influencia de factores genéticos
diferentes como riesgo de la periodontitis crénica y la periodontitis agresiva y se
recomienda en el futuro profundizar en los estudios sobre este tema®*.

Diversas terapéuticas han sido empleadas con el objetivo de eliminar y retirar el
tejido periodontal dafiado y sustituirlo por tejido de nueva formacion, las
mismas no han logrado resolver totalmente este problema>>,

Es necesario enfatizar en que el éxito del tratamiento periodontal no sélo
depende del profesional, sino también de la respuesta del paciente a la
terapéutica seleccionada y a la motivacion que logremos en los mismos en
relacion a la comprension de su enfermedad y a la modificacion de los habitos
necesarios para su mejora®.

En la actualidad se dispone de diversos recursos terapéuticos para el
tratamiento de la enfermedad periodontal. La destruccion del aparato de sostén
del diente, requiere en todos los casos de un tratamiento inicial mecanico,
independientemente de la técnica que se vaya a emplear con posterioridad.
Una vez realizado el mismo, se puede recurrir a la terapia correctiva, ya sea
ésta quirargica o farmacoldgica, que en muchos casos no son excluyentes
entre sf, sino que se complementan®® **,

El problema que representa la pérdida 6sea en la enfermedad periodontal, que
puede llevar a la pérdida dentaria y por consiguiente a la pérdida de la funcién
de los dientes, la salud y estética del paciente, es objeto de estudio desde hace
afios. Las técnicas para resolverlo han ido evolucionando e incorporando
nuevos elementos a lo largo del tiempo*.

Hasta la fecha, la restauracion de los tejidos periodontales perdidos depende

casi por completo del empleo de la implantacion de sustitutos estructurales,



muchas veces con escaso 0 nulo potencial reparador. En general, estos
esfuerzos se han centrado casi exclusivamente en regenerar el hueso alveolar
y han incluido el uso de autoinjertos (hueso cortical, esponjoso, médula ésea),
aloinjertos (hueso desmineralizado liofilizado, hueso liofilizado) y materiales
aloplasticos (cerdmica, hidroxiapatita, polimeros y biocristal).

Desde hace mas de 20 afos la literatura describe los resultados de la
Regeneracién Tisular Guiada (RTG), es decir, el uso de membranas,
biodegradables o no, en el tratamiento de los defectos 6seos producidos por
las periodontitis. La finalidad de las mismas, en sentido general, es actuar
como barreras y mantener por un tiempo suficiente el espacio que permita que
sean las células indiferenciadas provenientes del ligamento periodontal y del
hueso, las que ocupen este lugar y den origen a estos tejidos y no las que
provienen de la encia, que solo permitirian la formacion de un epitelio de unién
largo y no una verdadera regeneracion del periodonto, la funcion de las
membranas es fundamentalmente la exclusion de estas células. La
Regeneracion Tisular Guiada ha sido utilizada también en combinacion con
injertos 0seos y uso de materiales aloplasticos. Los resultados descritos en la
literatura son aceptables**.

Nuevos planteamientos, basados en el conocimiento de la biologia celular y
molecular del periodonto en desarrollo, ofrecen interesantes alternativas a los
tratamientos para la reparacion y la regeneracion del mismo** 3,

Desde hace algunos afios se trabaja en la regeneracion de tejidos mediante la
implantacion de células madre en distintas especialidades médicas en el

mundo y en Cuba, con buenos resultados, lo que ha motivado a considerar el

periodonto como candidato para esta terapia®. Algunas experiencias de este



tipo, se han publicado por la autora de esta investigacion, con resultados
prometedores, que brinda la posibilidad de realizar una terapia segura,
predecible y a nuestro alcance®®*’.

En Cuba el 15 de enero del 2008, se aplico por primera vez el trasplante de
células mononucleares autélogas, movilizadas a la sangre periférica con factor
estimulador de colonias de granulocitos (FEC-G), en el tratamiento de defectos
0seos periodontales a una paciente con historia de periodontitis agresiva, los
resultados obtenidos en la valoracién clinica y radiografica fueron alentadores,
disminuyd la inflamacion, sangrado, numero de dientes afectados con bolsas y
movilidad dentaria entre otras variables en los primeros seis meses post
implante”’.

Teniendo en cuenta que la enfermedad periodontal es la segunda causa de
mortalidad dentaria y un problema aun no resuelto totalmente, se decide
realizar esta investigacion con el objetivo de determinar la eficacia del implante
de células mononucleares autélogas en el tratamiento de los pacientes con
periodontitis como alternativa terapéutica.

La investigacion propuesta tiene el propoésito de responder la siguiente
interrogante.

¢Es el implante de células mononucleares autélogas una alternativa
terapéutica eficaz y segura en el tratamiento de los pacientes con periodontitis?
Hipotesis

La administracion de la terapia celular regenerativa con células mononucleares
autbélogas aplicada a pacientes con periodontitis cronica es eficaz y propicia

mejores resultados que la terapéutica convencional.



Para dar respuesta a la pregunta e hipotesis, se formularon los siguientes

objetivos:

General

e Determinar la eficacia del implante de células mononucleares autélogas en
el tratamiento de los pacientes con periodontitis crénica.

Especificos

e Cuantificar el contenido de células mononucleares autélogas en el
concentrado celular utilizado para el implante.

e Evaluar clinica y radiologicamente el tratamiento con células mononucleares
autélogas como alternativa terapéutica en pacientes con periodontitis
cronica.

e |dentificar posibles reacciones adversas al FEC-G y complicaciones
postoperatorias

Aportes principales de la tesis

El impacto tedrico es indiscutible, el trabajo brinda elementos que propician el

llenado del espacio cognitivo existente referente al uso de la terapia celular en

el tratamiento de la enfermedad periodontal, debido a la ausencia de
investigaciones similares en el pais y pocos reportes en la literatura
internacional.

El estudio aporta, ademas, las indicaciones de la medicina regenerativa en el

tratamiento de la periodontitis y la estructuracion del cuerpo teorico para su

aplicacion en otras especialidades estomatolégicas.

Cientifico: Se confirma la efectividad de la terapia celular, en este caso en el

tratamiento de la periodontitis y representa un gran impacto cientifico, ya que

logra la regeneracion de los tejidos perdidos, algo que no siempre se consigue



con otras terapias, que escasamente llevan a la detencion de la enfermedad.
Es la primera vez que se usa este método de tratamiento en Cuba e
internacionalmente hay muy pocos reportes de estudios similares, por lo que
constituye, ademas, un punto de partida de mdultiples lineas de investigacion en
este sentido.

Social: Mediante este procedimiento se repercute significativamente en el
estado fisico y la calidad de vida de los pacientes, debido a la disminucion de la
mortalidad dentaria y las consecuencias colaterales de la misma (trastorno en
masticacion, estética, fonética, articulacion temporo mandibular, entre otros).
Econdmico: La aplicacion del méetodo que se analiza tiene repercusion
economica por la disminucién del costo y el tiempo de tratamiento del paciente.
Por otro lado, la disminucion de la mortalidad dentaria y su consecuente

rehabilitacion.
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CAPITULO I. MARCO TEORICO
1.1 Anatomia funcional del periodonto normal
Cada uno de los componentes periodontales (encia, ligamento periodontal,
cemento y hueso alveolar) posee su propia estructura especializada y sus
caracteristicas estructurales definen directamente la funcion del tejido. Es cada
vez mas evidente que estos componentes no actuan o funcionan de forma
aislada, sino que interactuan dinamicamente, influyendo unos sobre otros de un
modo constante. El correcto funcionamiento del periodonto Unicamente esta
garantizado mediante el mantenimiento de la integridad estructural y de la
compleja interaccién entre los cuatro componentes mencionados®.
El término periodonto significa, peri: alrededor y odontos: diente.
1.1.2 Encia
La encia es la parte de la mucosa bucal que cubre los procesos alveolares y
las porciones cervicales de los dientes®. Esta se extiende en sentido corono-
apical desde el margen gingival hasta la linea mucogingival.
La encia, a su vez, se divide en encia libre o0 marginal y adherida o insertada.*’
La encia, por lo general, es de color rosado claro, aunque puede presentar
variaciones de acuerdo con factores como la edad y el color de la piel.
El ancho de la encia varia de 1 a 9 mm, siendo mas ancha en la zona de los
incisivos y mas angosta en la de premolares, tanto superiores como inferiores,
por vestibular. En la porcién lingual de la mandibula, es mas angosta en el area

de los incisivos y mas ancha en la regién de los molares™.
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El aspecto de la encia es mate u opaco y en algunos casos (40 % de los
adultos) presenta, en la encia adherida, lo que se ha llamado aspecto de
“cascara de naranja” o punteado gingival.

En cuanto a la consistencia, la encia debe ser firme y resiliente, debe estar
unida a los tejidos subyacentes, a excepcion del margen gingival, que aunque
se separa facilmente del diente por medio de una sonda periodontal, esta
adosado al mismo.

El margen gingival es festoneado puesto que sigue la linea amelocementaria
de los dientes, con un bisel en forma de filo de cuchillo.

Entre el diente y la encia se forma una pequefia invaginacion llamada surco
gingival que, en el paciente sano, no debe exceder los 2 a 3 mm y cuando se
introduce en éste una sonda periodontal, no debe sangrar.

1.1.3 Ligamento periodontal

El ligamento periodontal tiene su origen en las fibras del saco dental y es el
mecanismo de union con el diente, especificamente une el cemento radicular y
el hueso alveolar®®. Es un tejido conectivo laxo, altamente vascular y celular,
donde predomina el fibroblasto, célula especializada que secreta tanto fibra
colagena como sustancia intercelular del tejido conectivo®".

El ligamento periodontal tiene un ancho aproximado de 0,25 mm. Su presencia
hace posible la distribucion y absorcion de fuerzas desencadenadas durante la
funcién dentro del proceso alveolar. También es esencial para la movilidad
fisiolégica de los dientes, la cual esta determinada en gran parte por el ancho,
altura y calidad de este ligamento™.

Los haces de fibras colagenas que forman el ligamento periodontal se

clasifican en:
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e Fibras de la cresta alveolar.
e Fibras horizontales.

e Fibras oblicuas.

e Fibras apicales.

e Fibras interrradiculares®® *°.

Las fibras colagenas que constituyen el ligamento periodontal y que presentan
anclaje dentro de la superficie del hueso alveolar en uno de sus extremos, y en
el cemento radicular en el otro, reciben el nombre de fibras de Sharpey.
Algunas de las fibras de Sharpey se calcifican totalmente con la edad, pero la
mayoria tienen la periferia calcificada y la parte central virgen®®.

El ligamento periodontal, que tiene una de las mas altas tasas de recambio del
organismo, contiene vasos sanguineos y linfaticos, nervios y células, dentro de
las cuales estan los cementoblastos, fibroblastos, miofibroblastos, osteoblastos,
osteoclastos, células endoteliales, células epiteliales y nerviosas y las células
progenitoras; estas Ultimas en una poblacion minoritaria. Las células
progenitoras se encuentran fundamentalmente alrededor de los vasos
sanguineos y presentan las clasicas caracteristicas de células madre: pequefio
tamafo, capacidad de respuesta a la estimulacion con factores de crecimiento
y un corto ciclo celular®.

Recientemente, se identific6 una poblacién de células madre perteneciente al
linaje de células madre mesenquimales, capaz de diferenciarse en
cementoblastos, adipocitos y tejido conectivo rico en colageno 1°* >*. Estas,
llamadas células madre del ligamento periodontal, presentan marcadores de
superficie y potencialidad de diferenciacion similares a las células madre

estromales de médula 6sea y las células madre de la pulpa dental®. Son,
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ademads, las responsables de la homeostasia tisular sirviendo como una fuente
renovable de células progenitoras de cementoblastos, osteoblastos y
fibroblastos a lo largo de su vida adulta®. La presencia de estas células en el
ligamento periodontal ha suscitado el interés en el uso de células madre para
tratar los dafios causados por traumatismos o por la enfermedad periodontal®.
Las células, fibras y vasos del ligamento periodontal se encuentran
suspendidos en una matriz extracelular llamada sustancia fundamental. Esta es
sintetizada por los fibroblastos y estd compuesta por proteinas colagenas
(diversos tipos de colageno) y no colagenas, como glicoproteinas (fibronectina,
laminina, tenasina y otras), conocidas también como proteinas de union.

Otros componentes importantes de la matriz, importantes en su funcién de
amortiguacion y soporte de fuerzas masticatorias, son los proteoglicanos y
glicosaminoglicanos (condroitin sulfato, dermatan sulfato, heparan sulfato,
entre otros).

1.1.4 Cemento radicular

El cemento radicular es un tejido calcificado especializado que recubre las
superficies radiculares de los dientes. Este corresponde a otro elemento de
anclaje del ligamento periodontal puesto que da insercion radicular a las fibras
del ligamento (fibras de Sharpey) y participa en el proceso de reparacion tras
las lesiones de la superficie radicular.

El cemento tiene un espesor de 20 a 50 um en el tercio coronal y de 150 a 250
um en el tercio apical®®. No contiene vasos sanguineos ni linfaticos. No tiene
inervacion y no sufre reabsorcién, si remodelado fisiolégico. Se caracteriza por

su deposicién continua a lo largo de la vida®.

El cemento radicular se divide en cemento celular y cemento acelular.
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1.1.4.1 Cemento acelular

Cubre la porcién coronal radicular, aunque a veces puede extenderse
apicalmente. No contiene células y esta formado por fibrillas colagenas
densamente organizadas y ademas contiene mas calcio que el cemento celular.
La matriz organica del cemento se forma por dos componentes: uno
colagenoso y otro interfibrilar, con apariencia de granulos finos. La fase
mineralizada del cemento consiste en cristales de hidroxiapatita®.

1.1.4.2 Cemento celular

Se forma después de la erupcion dental y en respuesta a demandas
funcionales. Su disposicion es menos uniforme que la del cemento acelular y
contiene células. Su espesor varia de uno a varios milimetros y aumenta con la
edad.

Los componentes organicos del cemento celular son similares a los del
cemento acelular. Tanto el cemento celular como el acelular son producidos
por cementoblastos, algunos de los cuales quedan incorporados en el
cementoide que luego se calcifica para formar cemento. Las células que
quedan embebidas en el cemento se llaman cementocitos™.

1.1.5 Hueso alveolar

El hueso es un tejido de origen mesodérmico a partir de las células
mesenquimales de la cresta neural. Esta formado por laminas dispuestas en
capas paralelas siguiendo el eje corono-apical. Estd compuesto por matriz
organica y materia inorganica. El componente organico esta constituido por una
red de osteocitos y sustancia extracelular, en tanto que gran parte de la
inorganica esta compuesta por calcio, fosforo y carbonato en forma de cristales

de hidroxiapatita.
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El proceso alveolar es aquella parte del maxilar donde se encuentran los
alvéolos que alojan los dientes, se forma con el desarrollo y la erupcién de los
dientes y se reabsorbe gradualmente ante la pérdida dental®’.

El término hueso alveolar ha sido utilizado para referirse al hueso cortical
compacto que recubre internamente el alvéolo dental, y se continda con las
corticales externas vestibulares y palatinas o linguales del hueso
maxilar/mandibular. El término hueso de soporte se ha empleado para definir el
resto de hueso que contiene los dientes®.

El hueso alveolar exhibe una capacidad de remodelacion rapida a la
estimulacion mecanica. Esta capacidad caracteristica lo distingue de otros tipos
de hueso y permite una continua acomodacion de los movimientos dentales
durante la masticacion®.

El proceso alveolar estd compuesto por el hueso alveolar y el hueso de soporte.
El resto del hueso maxilar que sostiene el proceso alveolar, y que esta ubicado
apicalmente a este, se denomina hueso basal®®.

El hueso alveolar, que constituye la pared del alvéolo, corresponde a la lamina
dura y la porcién mas coronal de esta corresponde a la cresta 0sea, la cual se
encuentra de 1,88 a 2,81 mm, en promedio, de la linea amelocementaria. La
lamina dura puede no observarse a nivel radiografico, dependiendo de la
angulacion con que penetren los rayos.

Desde el punto de vista de la capacidad regenerativa que tienen los tejidos
periodontales, y a modo de conclusién, el cemento, el ligamento periodontal y
el hueso alveolar, todos formados a partir de la cresta neural y derivados del

ectomesénquima dental; presentan un cierto grado de capacidad regenerativa

por la presencia de células madre/progenitoras en su estructura histologica®.
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1.2 Etiologia 'y patogenia de la periodontitis crénica

En el trabajo de Escudero y cols.'®, se describe un modelo etiopatogénico: la
flora microbiana, al adquirir propiedades etiopatogénicas, permite al huésped
ser capaz de frenar el proceso a través de la inflamacion aguda, donde la
primera linea de defensa, leucocitos (fundamentalmente neutréfilos), y la
liberacién de diversos tipos de citoquinas y mediadores proinflamatorios por
estos, confina la lesién a una gingivitis. Si el proceso inflamatorio se perpetia
en el tiempo por una inadecuada respuesta primaria, se daria lugar a la
activacion de la segunda linea de defensa del huésped, mediante el eje
linfocito-monocito®’. Todos estos factores producen destruccién de los tejidos,
pérdida 6sea y formacién de bolsas periodontales, convirtiendose asi en un
proceso irreversible, periodontitis, que se detendra cuando la flora patdgena se
modifique en flora normal y la relacién de equilibrio se estabilice de nuevo®.

La periodontitis es un desequilibrio crénico de la integridad de los tejidos de
soporte del diente. La presencia y progresion de la periodontitis cronica esta
asociada con la presencia de ciertos microorganismos, residentes en el surco
gingival, como: Tannerella forsythia, Treponema denticola, Campylobacter
rectus, Micromonas micros, Streptococcus intermedius, Eubacterium nodatum,
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia y Porphyromonas
gingivalis®® ®.

P. gingivalis, es considerado el principal agente etiolégico de la periodontitis
crénica®™. Es una bacteria anaerébica Gram negativa que posee un nimero de
factores de virulencia, entre los que se encuentran los lipopolisacaridos (LPS).
Los LPS actian como potentes estimulos en una variedad de células del

hospedero, las cuales responden mediante la expresion de citoquinas
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inflamatorias que dirigen el desarrollo y progresion de la respuesta inmunitaria
relacionada con el hospedero en la enfermedad periodontal®®.

Se ha demostrado a través del estudio de Ebersole y Taubman®’, que los
individuos con periodontitis crénica tienen niveles elevados de anticuerpos
séricos frente a agentes bacterianos especificos, por lo tanto el huésped
desarrolla una respuesta inmunoldgica contra las bacterias periodontales.
Demostrando una posible asociacion entre esa respuesta y la naturaleza de la
periodontitis.

En los estudios de Trombelli y cols.?®, se valora la diferencia de respuestas que
pueden tener diversos individuos al ataque bacteriano; planteando la
posibilidad de que haya individuos con alta respuesta e individuos con baja
respuesta, por lo que la aparicion del cuadro seria el resultado de la capacidad
de defensa de cada paciente. Dicha capacidad se vera también afectada por
otros factores, tanto genéticos como ambientales.

Existen numerosos estudios que demuestran que la red de citoquinas juega un
importante papel en la iniciacion y progresion de la enfermedad periodontal. La
Interleuquina (IL)-8 es una quimoquina producida por varios tejidos y es un
potente inductor de la quimiotaxis y la activacion de los neutrofilos, eslabones
importantes en la primera linea de defensa®. Hajishengallis y cols.”,
demostraron que fibroblastos gingivales expresan ARNm de IL-8 cuando se
estimulaban con LPS de P. gingivalis. Por otro lado, la IL-10 es una citoquina
antiinflamatoria que juega un mejor papel en la supresion de la respuesta
inmunitaria e inflamatoria. La IL-10 contribuye a la proteccion de muchos tejidos
mediante la inhibicién de los sistemas de metaloproteasas matriciales, MMPs

(del inglés, matrix_metalloproteinases), y el activador del receptor del factor
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nuclear-kB, RANK (del inglés, receptor activator for nuclear factor-kappa B), los

cuales dirigen, junto al ligando de RANK (RANKL) y el factor estimulador de

colonias de macréfagos, MCSF (del inglés, macrophague colony stimulating

factor), la diferenciacién y activaciéon de osteoclastos. Se dice que la IL-10
media el control de la progresion de la enfermedad periodontal. En los tejidos
gingivales inflamados, la IL-10 potencia la respuesta autoinmune local, que se
caracteriza por el incremento del nimero de células secretoras de anticolageno.
La pérdida 6sea, signo caracteristico de las periodontitis, parece ser provocada
por eventos, como respuesta del hospedero, que involucran al RANK, el
RANKL y la osteoprotegerina (OPG). La inflamacion periodontal cronica
pudiera inducir el incremento de la proporcion RANKL / OPG, la cual estimula
la maduracion de osteoclastos a partir de sus células precursoras® .

Curiosamente, la mayoria de las células expresan miembros de la familia del

receptor del factor transformante beta, TGF-f3 (del inglés, transforming growth

factor beta). El TGF-3 es una citoquina ubicua y altamente conservada a la que
se atribuyen las funciones siguientes: induce mitogénesis en pre-osteoblastos,
estimula la secrecion de matriz osteoide en osteoblastos, inhibe a los
osteoclastos y estimula la diferenciacion fibroblastica y la reparacién’?. Durante
la progresion de la inflamacién periodontal, fibroblastos del ligamento
periodontal y fibroblastos gingivales secretan altos niveles de citoquinas y
guimoquinas. En estudios anteriores se comprobd que estas células responden
de manera desigual en presencia del LPS de P. gingivalis con la produccion de
la proteina inflamatoria macrofagica-1a, factor-1 derivado del estroma e IL-6"3.

En estudios anteriores se vio que la presencia de IL-6, ademas de TGF-,

desvia el compromiso hacia Thly Th2 de una poblacién discreta de linfocitos T
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colaboradores CD4" que se conocen como linfocitos T colaboradores tipo 17
(Th17)™. Las células Th17 se consideran un linaje de linfocitos T colaboradores
independientes con la potencialidad de inducir inflamacion tisular y son los
encargados de eliminar ciertos patdgenos, principalmente hongos vy
micobacterias que no lograron ser eliminados tras una respuesta celular Thl y
Th2. Una citoquina importante para el desarrollo de las células Thl7, es el
TGF-B, que comparte la via de produccién de las células T reguladoras (Treg),
asi en presencia de citoquinas proinflamatorias se desarrollaran células Th17,
mientras que en ausencia de citoquinas proinflamatorias se dara origen a
células Treg. Las células Th17 tienen un tropismo por el intestino delgado y el
tejido linfoide asociado a éste. Son esenciales para mantener la integridad de la
mucosa gastrointestinal; sin embargo, la presencia constante de IL-23 perpetla
la produccion de células Thl7 provocando que éstas adquieran un fenotipo
patolégico y ocupen un lugar en la patogenia de ciertas enfermedades
autoinmunes”.

Curiosamente, dos citoquinas (TGF-B e IL-6) con efectos opuestos cooperan en
la induccion de la diferenciacion de células Th17. Estas células y la expresion,
por su parte, de IL-17 son evidentes en el hueso alveolar durante la inflamacién
crénica que caracteriza a la enfermedad periodontal *°.

1.2.1 Respuesta destructiva del hospedero desde la perspectiva del tejido
dafado

Al examinar las vias moleculares relacionadas con la destruccion de tejido
periodontal, es importante resaltar el papel de las proteasas que se encuentran
en la matriz extracelular. Entre estas, las MMPs han sido especialmente

relacionadas con el remodelado de los tejidos periodontales. Las MMPs son
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una familia de proteasas dependientes de metales como zinc y calcio, que se
encuentran usualmente en un balance apropiado con un grupo de proteinas
endogenas llamadas inhibidores tisulares de metaloproteasas, TIMPs (del

inglés, tissue inhibitors of metalloproteinases). De hecho, las MMPs y los

TIMPs son expresadas con regularidad en los tejidos periodontales sanos. Sin
embargo, las proporciones MMPs / TIMPs desequilibradas se describen en
tejidos periodontales afectados, donde existe destruccién de los tejidos blandos
y mineralizados, caracteristica directamente relacionada a la enfermedad
periodontal. Como consecuencia, la desregulacion del sistema MMP / TIMP
(bajos niveles de TIMPs o altos niveles de MMPs) esta relacionada con la
patogénesis de las enfermedades osteoliticas’’.

Por otra parte, la integridad del tejido 6seo depende del mantenimiento de un
delicado equilibrio entre la resorcion 6sea por los osteoclastos y la formacién
O0sea por los osteoblastos. Este equilibrio permite la homeostasia 0Osea,
incluyendo el mantenimiento de la integridad estructural y el metabolismo del
calcio™. El mecanismo regulador de la actividad osteoclastica es dirigido por el
RANK, su ligando (RANKL) y su contraparte soluble, la OPG"®.

El RANKL es un miembro de la familia del factor de necrosis tumoral, TNF (del

inglés, tumor _necrosis factor). Es producido por células del linaje osteoblastico

y células T activadas. El RANKL y el MCSF son moléculas necesarias para la
activacion de la trascripcibn de genes que promueven la diferenciaciéon
osteoclastica. EIl MCSF y el RANKL tienen actividades complementarias: el
MCSF incrementa el “pool” de precursores de osteoclastos, mientras que el
RANKL se une a su receptor (RANK) expresado en precursores de

osteoclastos y osteoclastos maduros, incrementa la diferenciacion osteoclastica
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y promueve su activacion mientras inhibe su apoptosis. EI RANK es también un
receptor de la familia del TNF. Es esencial para la transduccion de la sefial de

RANKL, (Fig. 1)%.

@ Preosteoclasto

Citoquinas

Hormonas
Factores de crecimiento
RANK Linaje
osteoblastico
OPG

Osteoclasto
multinucleado ‘ *

Superficie Osea

RANK Apoptosis

Resorcion osea Formacion dsea

Figura 1. Via RANKL — RANK — OPG. Tomado de Trouvin y cols.®.

La OPG es un miembro atipico de la familia del receptor de TNF porque es una
proteina soluble (secretada) sin dominio transmembrana. Esta contiene 4
dominios homologos para la uniéon de RANKL. Esta proteina puede ser
secretada por una variedad de tejidos, incluyendo osteoblastos, células
endoteliales, musculo liso vascular y células linfoides y actia como un receptor
sefiuelo que inhibe la union RANKL-RANK®!,

Es importante resaltar la esencialidad del equilibrio entre la expresion del
RANKL y la OPG en la actividad osteoclastica global. Cochran’®, reporta un
incremento en la expresion de RANKL en tejidos periodontales dafiados. Los

patrones de expresion RANKL / OPG estan asociados con la severidad clinica
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de la enfermedad periodontal. La relacion RANKL / OPG es variable entre las
lesiones periodontales inactivas (p. e. gingivitis cronica) y activas (p. ej.
periodontitis cronica) y difiere significativamente entre las formas clinicas de
periodontitis (p. ej. entre periodontitis agresiva y periodontitis cronica). Los
analisis de datos experimentales soportan los resultados de estudios en
humanos, donde el balance RANKL / OPG se asocié con el grado de pérdida
O0sea y la progresion de la enfermedad. En consecuencia, el bloqueo del
RANKL por la OPG conlleva a la reduccién de la pérdida de hueso alveolar en
modelos murinos de enfermedad periodontal®.

Por ultimo, hay que tener en cuenta que la mayoria de las células
parenquimatosas expresan receptores de la IL-17 y la transduccion de sefiales
a través de estos receptores induce la produccion de factores proinflamatorios
como IL-6, IL-1, TNF-a, CXCLS8 (IL-8) y MMPs. En el hueso, la IL-17 estimula la
produccion del RANKL por los osteoblastos. Por tanto, estos, pueden activar
los osteoclastos, que expresan el RANK en la superficie de la membrana
celular, hecho que apoya la pérdida 6sea en las enfermedades osteoliticas.
Esto evidencia que a través del sistema RANKL-RANK, la IL-17 puede jugar un
papel determinante en la iniciacion y progresion de afecciones como la
enfermedad periodontal®®.

Esta claro que la patogenia de la enfermedad periodontal es un proceso
complejo no totalmente esclarecido en el que interactian numerosos factores
modificadores de la enfermedad en los diferentes individuos: factores genéticos,
factores ambientales y de efecto sistémico como, tabaquismo, diabetes mellitus,
estrés, etc. Sin embargo, se sabe que las defensas inmunoldgicas del

hospedero y la presencia de ciertos elementos de las bacterias del area
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subgingival, condicionados por los llamados factores de riesgo, son los
responsables del inicio y evolucién de la misma®*.

1.3 Tratamiento

El periodonto es un complejo inusual formado por dos tejidos duros (cemento y
hueso) y dos tejidos blandos (encia y ligamento periodontal). Este, una vez
dafiado, tiene una capacidad limitada para la regeneracion. Durante el
movimiento dentario ortodéncico se puede observar nueva formacién de
cemento, del ligamento periodontal y la nueva formacion de hueso. Durante la
fase temprana de la enfermedad periodontal es posible una regeneracion
menor del periodonto. Sin embargo, una vez que la periodontitis ha sido
establecida solamente la intervencion terapéutica tiene el potencial de inducir
regeneracion®.

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica que resulta en la
destruccion progresiva de los tejidos de soporte del diente (el periodonto),
especificamente el ligamento periodontal y el hueso alveolar?, que si no se trata
a tiempo puede conllevar a la pérdida dentaria®. Este proceso inflamatorio
destructivo en realidad es consecuencia de una interaccion no adecuada entre
la microflora bucal y los mecanismos defensivos del huésped.

Son muy comunes, aunque poco efectivos, en la terapia para la reconstruccion
del hueso alveolar, la reparacion tisular guiada, los acondicionadores de la
superficie radicular, los sustitutos de hueso y los injertos autélogos de hueso.
Estas técnicas resultan en una reparacion parcial, como maximo, porque son
clinicamente impredecibles y no proveen las células y el microambiente que es
capaz de iniciar y promover la formacién de nuevo tejido periodontal®’.

1.3.1 Tratamiento convencional
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El objetivo final del tratamiento periodontal buscar4d mantener los dientes en
una situacion de salud, funcién y confort relativo, al mismo tiempo que debe
mantener las expectativas estéticas del paciente®® ®°. Para lograr este objetivo
global se necesita de una estrategia terapéutica periodontal planificada en
varias etapas:

1. Etapa I, tratamiento inicial: consiste en el control de la causa de la
enfermedad y su objetivo es detener el proceso de destruccion tisular.
Mediante el control de la placa bacteriana y de la flora potencialmente
periodontopatdgena, busca modular la respuesta inmunoinflamatoria.
Los procedimientos incluyen la instruccion del paciente en habitos de
higiene bucal, la eliminacion del calculo dental (supragingival y
subgingival), y la modificacibn de aquellos factores locales que
favorecen el acumulo de microorganismos.

2. Etapa 2, correctiva: se plantea corregir las secuelas que ha provocado la

enfermedad mediante procedimientos quirdrgicos y no quirdrgicos. Se
centra en el tratamiento de la bolsa periodontal y de los problemas
mucogingivales.
La finalidad del tratamiento de la bolsa periodontal consiste en cerrar
este espacio mediante la regeneracion de los tejidos perdidos por la
enfermedad, pero, generalmente lo que se logra es la reparacion de los
mismos®.

3. Etapa 3, de mantenimiento o tratamiento periodontal de soporte: tiene
como objetivo evitar la recurrencia de la enfermedad.

Resumiendo, el tratamiento en pacientes con periodontitis crénica se realiza

fundamentalmente mediante terapia mecanica, consistente en técnicas de
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raspaje y alisado radicular con o sin abordaje quirdrgico, las cuales han
mostrado efectividad en multiples estudios en términos de mejoria de los
parametros clinicos y microbioldégicos. Los parametros para evaluar la
respuesta clinica al tratamiento estan relacionados con la eliminacion del
sangrado al sondaje, reduccién de la inflamacién gingival, la profundidad de las
bolsas y la movilidad dentaria y ganancia de insercién clinica y los
microbiolégicos con reduccion significativa de la mayoria de los patégenos

periodontales a corto y largo plazogl' 92

Algunas investigaciones han
argumentado que no todos los pacientes, ni los sitios del diente responden
uniforme y favorablemente a la terapia mecanica convencional y por ello se ha
propuesto como tratamiento coadyuvante la utilizacion de antibioticos, debido a
la naturaleza infecciosa de la enfermedad periodontal® %® 4.

1.3.2 Medicina regenerativa

En los ultimos afios se ha producido un notable avance en la rama de la
medicina denominada medicina regenerativa, cuyo objetivo es estimular o
regenerar células, tejidos u organos con la finalidad de restaurar o establecer
una funcién normal®* %4,

Es un campo interdisciplinario emergente de investigacion y aplicaciones
clinicas centrado en la reparacion, reemplazo o regeneracion de células, tejidos
u Organos para restaurar una funcién dafiada por cualquier causa, incluyendo
defectos congénitos, trauma y envejecimiento. Ella utiliza una combinacion de
varios procedimientos tecnoldgicos que van mas alla del trasplante tradicional y

las terapias sustitutivas. Estos procederes pueden incluir, aunque no estan

limitados a ellos, el uso de moléculas solubles, terapia génica, ingenieria de
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tejidos, trasplante de células madre y terapia celular avanzada como la
reprogramacion celular®®°.

Hablamos de reparacién de un tejido cuando hay restauracion de dicho tejido
sin que este conserve su arquitectura original ni tampoco su funcién. Cuando
dicho tejido no recupera su estado original, se produce una cicatrizacion. Por
otra parte, se entiende por regeneracién cuando la restauracion de dicho tejido
posee propiedades indistinguibles del tejido original. El problema con el tejido
de cicatrizacion (reparacién) es que no recupera todas las propiedades
mecanicas ni la funcion fisiolégica del tejido u érgano original que ha sido
dafado, por lo que el interés de la medicina regenerativa radica en regenerar,
reconstruir la forma y restaurar la funcion®.

La regeneracion periodontal se define como la reproduccion o reconstruccion
de una parte, perdida o dafiada, del periodonto con el objetivo de recuperar la
funcidn y la forma de las estructuras comprometidas. Aunque la regeneracion
de los tejidos periodontales depende de cuatro componentes basicos: sefiales
quimicas apropiadas, células, suministro sanguineo y matriz de soporte®’, se
han obtenido buenos resultados, dependiendo de la necesidad, mediante la
inyeccion directa de células, o de moléculas de sefalizacién, en el sitio del
defecto cuando el tejido dafiado esta confinado a una pequefia region®.
Regenerar, en otras palabras, es volver al gen, retomar los principios del
génesis o recordar a la primera generacion que se desarrolla a partir de uno o
varios genes para que célula a célula expresen una gran variedad de sefales
moleculares y factores de crecimiento mitogénicos (PDGF o FGF-2) que
expanden la poblacién celular y factores de crecimiento morfogéneticos como

las proteinas morfogenéticas éseas, BMP (del inglés, bone morphogenetic
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protein), que derivan a poblaciones celulares con potencial génico para la
angiogénesis, osteogénesis, fibrogénesis y cementogénesis®.

Cualquiera sea el procedimiento regenerativo utilizado, este debe favorecer el
reclutamiento de células progenitoras al sitio dafiado, las cuales puedan
diferenciarse en fibroblastos (células formadoras de ligamento periodontal),
cementoblastos (células mineralizantes) y osteoblastos (células formadoras de
hueso)®.

Aunque inicialmente algunos autores consideraron equivalentes los términos
medicina regenerativa e ingenieria de tejidos, esta situacion se ha ido
esclareciendo y aceptando que la ingenieria de tejidos, tanto la efectuada in
vivo como in vitro, no es mas que uno de los procederes sobre los que se basa
la medicina regenerativa.

La ingenieria de tejidos se define como el uso de los principios y métodos de la
ingenieria, la biologia y la bioquimica orientados a la comprension de la
estructura y la funcion de los tejidos normales y patolégicos de los mamiferos, y
el consecuente desarrollo de sustitutos biolégicos para restaurar, mantener o
mejorar su funcion®.

El reto de la ingenieria del tejido 6seo es disefiar matrices tridimensionales
capaces de imitar las propiedades naturales del hueso, que proporcionan una
ayuda temporal para la regeneracion del tejido, y balancear la degradacion y la
pérdida de las propiedades mecanicas con el crecimiento y la formacién del
hueso. Si se optimizan estos aspectos, podriamos esperar que las alternativas
sintéticas simulen de manera precisa las propiedades del hueso natural.

El uso de matrices con las cuales se puedan controlar las funciones de las

células osteoblasticas se encuentra todavia en sus primeras etapas; se espera
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gue la expansion de este campo permita desarrollar nuevas terapias y
tecnologias para la reparacién y regeneracion del tejido 6seo’®.

Por otro lado, el desarrollo alcanzado por la ingenieria genética y la
biotecnologia ha permitido obtener diferentes moléculas eficaces en la
regeneracion de algunos tejidos: los factores de crecimiento®. Estos son
glicoproteinas que pueden actuar local o sistémicamente para afectar el
crecimiento y la funcion celular de varias maneras. La aplicacion de factores de
crecimiento para restaurar tejidos ayuda a la regeneracion a través de procesos
biomiméticos o imitando los procesos que ocurren durante el desarrollo
embrionario y posnatal; tienen actividad mitogénica, de diferenciacion y
quimiotactica’™*.

Negativamente, no ha existido concordancia de los prometedores resultados
obtenidos en los modelos animales con los negativos observados en los seres
humanos, lo que conllevé a la consideracion del tratamiento con proteinas
como poco eficiente®,

Todo esto ha hecho que esta forma de tratamiento haya pasado a un nivel
secundario en relacion con otros tratamientos mas prometedores. Se ha
comentado que gran parte de las enfermedades que podrian beneficiarse con
la aplicaciéon de la medicina regenerativa, se deben a trastornos en que
interactuan diferentes factores celulares y no a la falta de una sola proteina.
Ante esta situacion, se ha planteado que la terapia celular regenerativa puede
ser una estrategia integral mas léfica y eficaz, pues seria capaz de aportar no
solo célular madre, sino también diversas moléculas activadoras y reguladoras
producidas o inducidas pro ellas, con capacidad para favorecer la

diferenciacion de las células implantadas y también la estimacion de las células
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propias del tejido recerptor, lo que contribuiria a una regeneracibn mas
fisioldgica del tejido dafiado™®.

No obstante, Park y cols.®®, no excluyen la posibilidad de combinar la terapia
celular con factores regenerativos especificos, o con el aporte de factores
plaguetarios, lo que podria potenciar la regeneracion de los tejidos afectados.
1.4 Células madre

La destruccion del ligamento periodontal y de la cresta alveolar, causada por la
enfermedad periodontal, constituye la principal causa de pérdida dentaria en
pacientes adultos®. Esta afecta la funcionalidad y la estética del paciente. Las
técnicas para la regeneracion del hueso perdido, no siempre son exitosas y en
ocasiones resultan muy costosas. Desde hace algunos afios se esta trabajando
en la regeneracion de tejidos, entre ellos del 6seo, mediante la implantacién de
células madre. El periodonto podria considerarse un objetivo para ello.

Desde el punto de vista de su capacidad reproductiva y funcional, las células
madre se han definido como células inmaduras que pueden dividirse de
manera asimétrica para mantener simultaneamente, por un lado, su
autorrenovacion, con produccion de mas células madre semejantes a ella
mediante divisiones mitéticas® y, por otro lado, su plasticidad, la generacion de
células hijas comprometidas con diferentes linajes celulares que se diferencian
en diversos tipos de células especializadas. La “decision” de autorrenovarse o
diferenciarse es regulada en mdultiples niveles, incluyendo programas de
transcripcion intrinsecos de la célula y sefiales extracelulares provenientes de
un nicho especializado®. Ademas, se ha afiadido su capacidad de implantacion

persistente tanto en tejidos dafiados como en sanos, (Fig. 2)'%% 1%,
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Figura 2. Propiedades de las células madre. Tomado de Hernandez y

cols. 1%,
Segun su estado evolutivo, las células madre pueden clasificarse en 2 tipos
principales: las embrionarias y las adultas'®. A pesar de que las células madre
embrionarias (CME) de ratdén se venian estudiando desde el inicio de los afios
80 del siglo pasado, no fue hasta 1998 que se obtuvieron las primeras CME de
procedencia humana, lo que abri6 un nuevo campo de investigacion y
posibilidades de aplicacién practica, teniendo en cuenta la potencialidad de
estas células para convertirse en células de diferentes tipos. Si bien lo anterior
representa un gran avance en el campo de la medicina utilizando las células
madre, su origen sea embrionario o de tejido fetal, ha generado una gran
controversia en el campo de lo ético y lo legal'®.
Todo esto ha llevado a una intensa confrontacion cientifica entre los que
apoyan la utilizacion de células embrionarias y los que defienden las ventajas
de las células madre adultas. En este sentido, se han obtenido importantes
avances en el estudio y aplicacion de las células madre adultas, ya que ellas

muestran notables ventajas sobre las embrionarias, pues su manipulacion

resulta mas simple, pueden ser autélogas y, por lo tanto, no ocasionan
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trastornos inmunoldgicos, no presentan limitantes éticas ni legales, ni tampoco
se ha comprobado que produzcan neoplasias, lo que contrasta positivamente
con las caracteristicas de las células embrionarias, cuya obtencion y expansion
son mas complejas, tienen potencial inmunogénico por ser alogénicas,
enfrentan problemas éticos y legales, y ademas, producen un alto porcentaje
de tumores en los animales de experimentacion®®.

Tomando en consideracion su potencialidad de diferenciacién, las células
madre se han estratificado en totipotentes, pluripotentes y multipotentes. Esta
potencialidad representa en determinadas condiciones la capacidad vy
posibilidad de diferenciacion celular dependientes de su estado de desarrollo.
Las células madre totipotentes son aquellas que en las condiciones apropiadas
son capaces de formar un individuo completo, pues pueden producir tejido
embrionario y extraembrionario. Asi, en el ciclo evolutivo posfecundacion, el
cigoto u ovulo fertilizado se considera una célula totipotente capaz de dar
origen a todo el organismo. Igual sucede con la etapa siguiente de morula, en
gue todas las células son totipotentes.

Las células madre pluripotentes son las que tienen la habilidad, en teoria, de
diferenciarse a tejidos procedentes de cualquiera de las 3 capas embrionarias;
aunque estas células por si solas no pueden producir un individuo, ya que
necesitan el trofoblasto, si originan todos los tipos de células y tejidos del
organismo. En esta categoria estarian las células provenientes de la masa
celular interna del blastocisto, las células madre germinales y las procedentes
de tumores de células germinales. Estas células pluripotentes poseen varias
caracteristicas en comun, entre ellas, algunos marcadores moleculares como la

isoenzima de la fosfatasa alcalina, un dominio del factor de transcripcion Oct4,
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alta actividad de la telomerasa'®, y varios marcadores de membrana
reconocidos por anticuerpos monoclonales™®’.

La funcion de algunos de estos marcadores sigue siendo desconocida, sin
embargo se ha reconocido que el factor Oct4 tiene un papel determinante en el
establecimiento y mantenimiento del estado pluripotencial, es decir
indiferenciado y capaz de generar diferentes tipos celulares.

La capacidad de las células madre para expresar la telomerasa se correlaciona
con la expectativa de vida de un linaje. La telomerasa es una
ribonucleoproteina que adiciona repeticiones telomeéricas a los extremos de los
cromosomas. Las células diploides humanas no expresan la telomerasa en su
fenotipo, por lo que su expectativa de vida se ve acortada'®.

Se ha comprobado que en cultivo, las células diferenciadas de un tumor de
células germinales mantenia la capacidad pluripotencial*®.

En la categoria siguiente estarian las células madre multipotentes, que se
definen como aquellas que tienen la capacidad de generar los distintos tipos de
células que componen el tejido al que pertenecen o residen.

Entre las principales células madre con potencialidad terapéutica se han
sefialado las embrionarias, las fetales, las amnidticas, las de la sangre del
corddn umbilical, las adultas y mas recientemente, las células con
caracteristicas embrionarias que se han obtenido mediante la reprogramacion,
por transplante de genes, de células adultas y que se han llamado células
madre pluripotentes inducidas® % ', Asi, se ha sugerido que la modificacion
genética de las células madre, o de las progenitoras, puede representar un

importante paso estratégico en la medicina regenerativa. La modificacion

genética podria mejorar algunas caracteristicas de las células tales como su
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supervivencia, propiedades metabdlicas, capacidad proliferativa y de
diferenciacion'?. Este éxito abre nuevas y prometedoras posibilidades en el
campo de la medicina regenerativa.

Se ha encontrado en las células madre adultas la potencialidad regenerativa en
el tratamiento de enfermedades como la isquemia cardiaca y la pérdida 6sea y
dentaria®.

En los Ultimos afios, se ha hecho evidente que la potencialidad de algunos
tipos de células madre adultas es mayor que la que habitualmente se le
conferia, pues se evidencié que podian diferenciarse en tejidos derivados de
cualquiera de las capas embrionarias, sefialandose como el caso mas tipico el
de las células madre hematopoyéticas (CMH). Este fendmeno ha sido
calificado como versatilidad de las células madre adultas, tomando en cuenta la
flexibilidad que tienen algunas de ellas para formar células especializadas de
otros linajes. En este sentido se asemejarian a las CME®* %3,

Se ha sefialado que las CMH fueron descritas por primera vez en el aiio1908
por el histdlogo ruso Alexander Maksimov durante un congreso de hematologia
en Berlin®®. Desde hace mas de 50 afios, se han estado utilizando
clinicamente las células madre hematopoyéticas provenientes de la médula
0sea, y mas recientemente las movilizadas a la sangre periférica higado y timo,
o las obtenidas de la sangre del cordon umbilical, para el tratamiento de
leucemias, linfomas y otros tipos de enfermedades, mediante el trasplante
convencional de células madre/progenitoras hematopoyéticas™2.

Diferentes grupos de investigadores en este campo han encontrado resultados
aceptables utilizando células madre adultas obtenidas de sangre periférica,

logrando su transformacién en diferentes tejidos** **°. Las CMH se encuentran
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en una proporcion de 1 en 10000-15000 células de la médula 6sea™®.
Presentan antigenos de superficie tipicos como CD11a, CD1b, CD14, CD28,
CD33, CD34 y CD45. Estas puedan dar lugar a células hepéticas, nerviosas y
musculares™” '8 La experiencia acumulada con el uso de la CMH y su mayor
facilidad de obtencién, comparada con otras células madre adultas
identificadas, han hecho que las investigaciones y aplicaciones con este tipo
celular hayan avanzado rapidamente. Estos hechos han dado lugar a grandes
expectativas en cuanto a la aplicacién clinica de las células madre adultas para
el tratamiento de diversas enfermedades cronicas que en la actualidad resultan
incurables por los métodos existentes, como el lupus eritematoso sistémico o la
esclerosis sistémica y la diabetes mellitus, con resultados esperanzadores™*®.
Se conoce que la médula ésea contiene CMH y también de otros tipos®%. Entre
estos, se encuentran las células madre mesenquimales, las células
progenitoras endoteliales procedentes del hemangioblasto embrionario, las
células progenitoras multipotentes adultas (CPMA), y las células madre de

poblacién lateral, SPSC (del inglés, side population stem cells). Sarasua y

cols.’®, agrupa todas estas bajo el nombre de células mononucleares.
Recientemente se han descrito también células CXCR4+, CD34+, CD45 con

capacidad pluripotencial, llamadas células muy pequefias similares a las

)121

embrionarias, VSELC (del inglés, very small embryonic-like cells En el

orden practico, las células mononucleares derivadas de la médula 6sea pueden
verse como portadoras de un "céctel” de diferentes células madre adultas.
Todas las anteriores pueden corresponder a poblaciones similares o a

poblaciones superpuestas de células madre, denominadas de manera diferente
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por varios investigadores en diversas condiciones experimentales de
aislamiento y expansién en cultivos'#,

SegUn un reporte de Acevedo y Cortés'?’, las células madre mesenquimales,
fueron inicialmente caracterizadas entre las décadas de los afios 60 y 70 con
los trabajos realizados por Friedenstein, quien las aisl6 de médula Gsea y las
describié como células adherentes de morfologia fibroblastoide.

La células mesenquimales, que se encuentran en una proporcion de 1 en 10*
10° células de la médula 6sea, son capaces de diferenciarse a tejidos
mesodérmicos funcionales, como osteoblastos, condroblastos, fibroblastos™*®,
adipocitos y mioblastos; su aislamiento se basa en ciertos marcadores que han
hecho posible identificarlas: SH2, SH3, CD29, CD44, CD59, CD71, CD73,
CD90, CD105; CD117 (c-kit), CD146 y CD166 sin embargo, no expresan
antigenos de superficie tipicos de las CMH como CD34, CD45 y CD14% 124,

Kawaguchi y cols.'®

, demostraron que el transplante de células madre
mesenqguimales autélogas expandidas ex vivo puede regenerar nuevo cemento,
hueso alveolar y ligamento periodontal en defectos periodontales de clase Ill en
perros. Posteriormente, este mismo grupo, reportdé un enfoque similar en
humanos donde se transplantaron 2 x 107 células/mL de células madre
mesenquimales autélogas de médula O6sea, expandidas, mezcladas con
atelocolageno en defectos 6seos periodontales: todos los pacientes mostraron
una mejoria significativa®®.

Un equipo encabezado por el profesor Yoichi de la Escuela de Medicina de la
Universidad de Nagoya, Jap6n®?’, reporta la aplicacion de células madre

mesenquimales provenientes de la médula y plasma rico en plaquetas en los

defectos 6seos periodontales, obteniendo reduccion de la profundidad de la
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bolsa, ganancia 6sea y de la insercidon clinica, asi como desaparicion del
sangrado y la movilidad dentaria.

Las células madre de sangre periférica, asi como las hematopoyéticas de
médula 6sea, son capaces de contribuir a la angiogénesis y vasculogénesis in
vivo de tal forma que las células CD34+ no sélo contienen progenitores
hematopoyéticos sino también células progenitoras endoteliales. Hoy en dia se
acepta que existe un progenitor comin endotelial y hematopoyético conocido
como hemangioblasto, concepto sustentado por los hallazgos relacionados con
el potencial endotelial de las células madre*'®.

Las CPMA poseen capacidades de proliferacion y diferenciacion similar a las
de las CME, porque presentan gran actividad de telomerasa durante el tiempo
de cultivo, lo que les permite dividirse mas de 120 veces sin envejecimiento
aparente; incluso de manera similar a las células del embrién. Se ha detectado
activacion de los factores de transcripcion Oct4, Nanog y Rexl, que son
necesarios para mantener el estado indiferenciado y proliferativo de la célula. A
diferencia de la mayoria de las células madre, las CPMA no expresan el CD34,
pero si, aunque en niveles muy bajos, FlIk1, Scal, Thyl, y en niveles elevados,
marcadores como CD13, SSEA-1 (ratén/rata) y SSEA-4 (humano)®.

Las SPSC observadas por primera vez en la médula 6sea de raton utilizando
un nuevo método para identificar CMH, basado en el analisis por citometria de
flujo de doble longitud de onda, utilizando el colorante de Hoechst que emite
fluorescencia azul a 450 nm y un color rojo a 650 nm. Mediante esta técnica
dual se reconocié un pequefio subgrupo de células (menos del 0,1 %) que
revelaban fluorescencias roja y azul bajas. Posteriormente se demostré que

estas células expresaban el Sca—1, antigeno encontrado en las CMH, pero no
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se tefilan con el coOctel de anticuerpos dirigidos contra otros marcadores
encontrados en las CMH maduras. Esto demostr6 una gran actividad de
repoblacion hematopoyética a largo plazo en la médula ésea del raton. Hasta el
momento se sabe que estas células son capaces de diferenciarse en CMH
tanto en humanos como en roedores; este es un campo poco explorado pero
promisorio para diversas aplicaciones terapéuticas™.

Las células madre derivadas de la médula 6sea, con reconocida plasticidad y
capacidad proliferativa, pueden circular en la sangre periférica y migrar a
diferentes tejidos distantes, en los que pueden asentarse y contribuir a la
regeneracion de sitios dafiados.

Se han realizado protocolos terapéuticos usando modelos de raton con
osteogénesis imperfecta, con mejoria en la composicién del hueso al utilizar el
trasplante de meédula 6sea como tratamiento. En los nifios afectados, la
sustitucion de su médula por médula de donante mejora la enfermedad:
aumenta la densidad Osea total, disminuyen las fracturas y el crecimiento se
incrementa®®.

Ya que la regeneracion periodontal es esencialmente un replanteamiento del
proceso de desarrollo en el que se incluye la morfogénesis, la citodiferenciacion,
la produccion de matriz extracelular y la mineralizaciéon; las CMH pueden llevar
a cabo la homeostasia tisular como una fuente de células progenitoras
renovables que generan cementoblastos, osteoblastos y fibroblastos®.

Por otro lado, en las células madre de la médula 6sea se ha identificado un
receptor especifico para quimiocina, el CXCR4 (del inglés, CXC-chemoquine
receptor 4), que mediante un sistema de "llave/cerradura” se une con la

guimiocina factor 1 derivado del estroma, SDF-1 (del inglés, stromal derived
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factor 1). Este ultimo, guia a las células madre a los sitios de dafio tisular,
donde su expresion es regulada. La interaccion SDF-1 con CXCR4 media el
trafico de estas células al sitio afectado™?®,

La identificacion de este sistema ha contribuido a conocer mejor los
mecanismos relacionados con la movilizacion, migracion, quimioatraccion y
fijacion de estas células a los tejidos. También se ha podido interpretar la forma
en que actuan diferentes factores movilizadores de estas células, como son el
factor estimulador de colonias de granulocitos, el factor estimulador de colonias
de granulocitos y macrofagos, que actuan provocando la ruptura del complejo
CXCR4/SDF-1 vy liberacion de las células madre de su "anclaje” tisular, y por
otro lado, de los nuevos agentes movilizadores, cuya accion consiste en inhibir
o "bloquear" al receptor CXCR4, lo que impide la union ligando/receptor. Estos
productos removilizadores se usan en el campo de la medicina regenerativa
para facilitar la movilizacién de las células madre a la sangre periférica para su
recoleccion y posterior implantacion. También se han utilizado en algunas
investigaciones para promover la movilizacion y aporte enddgeno de células
madre, con la finalidad de que un mayor numero de células circulantes pueda
dirigirse hacia algunos tejidos dafiados*®%.

1.4.1 Aspectos moleculares de la autorrenovacién y diferenciacion de las
células madre

Las capacidades de autorrenovacion y diferenciacion son propias de los
diferentes tipos de células madre, segun el microambiente y el tejido en que se
encuentren. Diversas investigaciones han tratado de hallar la razén por la que
estas células siguen uno u otro camino, pero aun quedan muchas preguntas

sin resolver. Recientemente se ha podido avanzar en el entendimiento de la
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biologia basica de los mecanismos de autorrenovacion, diferenciacion y
proliferacién celulares, asi como en dilucidar las diferentes vias de sefializacion
gue participan en estos eventos.

En términos generales los diferentes nichos pueden modificar sus propiedades
reguladoras en respuesta a las necesidades particulares del tejido; sin
embargo, independientemente del nicho en cuestion, hay mecanismos
comunes de sefializacibn que estdn mejor caracterizados en el sistema
hematopoyético; pero no ha sido sencillo el estudio de los mecanismos
moleculares que controlan la hematopoyesis, porque no se puede mantener a
las CMH in vitro por largos periodos; ademas, se presenta la dificultad de
controlar la autorrenovacion frente a la diferenciacion?.

Especificamente en el proceso de autorrenovacion intervienen inhibidores del
ciclo celular, genes implicados en rearreglos cromosomicos, proteinas
esenciales para el desarrollo y factores especificos como el Notch 1, Shh
(Sonic hedgehog), el factor de transcripcion Hox B4, el inhibidor de la quinasa
dependiente de la ciclina P21l/waf 1, las proteinas Wnt, entre otros. Para
mantener con éxito el estado indiferenciado se requiere la integracion de
diferentes vias de sefializacion intrinsecas con las sefiales extrinsecas emitidas
desde el microambiente. La Via Wingless (Wnt), la mejor estudiada, es una
cascada de sefales que dirige los eventos proliferativos y de diferenciacién en
el desarrollo embrionario y en el adulto. La integran un conjunto de proteinas
de membrana, factores de transcripcibn y proteinas sefalizadoras
extracelulares. Los factores de transcripcion propios de las células madre
interactdan con los producidos por las células del nicho con el fin de encaminar

a las primeras hacia la autorrenovacion o la diferenciacion®°.
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Los estudios de los mecanismos de autorrenovaciéon de las CMH estan
restringidos principalmente a la via de la f—catenina, cuyos eventos finales son
la translocacion nuclear y la unidn fisica de la B—catenina para activar el factor

de transcripcion TCF/LEF (del inglés, Tcell-specific transcription

factor/lymphoid enhancer binding factor—1) y prevenir la diferenciacién celular,

colaborando asi en el mantenimiento de la pluripotencialidad™®".

Con el conocimiento y la comprension de los mecanismos que regulan el
estado de indiferenciacion, es posible entender la biologia de las células
madre’®. La via Notch, la via Hedgehog, y otros factores como BMI-1,
P16 "2 ARF, HOXB4, NANOG, OCT3/4 y SOX2, son ejemplos de ello™****".

Al igual que las propiedades de autorrenovacion, se ha estudiado ampliamente
el proceso de diferenciaciéon de las células madre en especial mediante
ensayos con CMH. El proceso de diferenciacion esta regulado también por un
conjunto de factores transcripcionales. La sefalizacion ejercida por estos
factores activa una serie de genes especificos directores de un linaje
determinado. El mejor ejemplo de este mecanismo son las CMH, en las que se
destacan dos categorias: la primera incluye el factor de transcripcion de la

células madre de leucemia (stem cell leukemia), el factor de transcripcidon

GATA-2 y el factor-1 de transcripcion de leucemia mieloide aguda (AML-1)
gue influyen directamente en la diferenciacion de todos los linajes
hematopoyéticos; la segunda comprende los reguladores del desarrollo
especifico de linaje como el GATA-1 (por la secuencia guanina—adenina—
timina—adenina) y el PU-1, que guardan relacién dinamica entre los genes
OCT4, SOX2 y NANOG, de gran relevancia en el proceso de diferenciacion de

las CME. Sin embargo, la diferenciacién no es exitosa si no intervienen los
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factores estimuladores y las citoquinas que pueden variar dependiendo del
linaje (eritroide, mieloide, linfoide, monocitico o megacariopoyético)*3 +°,

En conclusion, el conocimiento generado a partir del comportamiento biolégico
y las vias implicadas en los procesos de autorrenovacion y diferenciacion de
las células madre, permite la apertura de un panorama alentador en la
investigacion basica y aplicada; asi mismo, las propiedades exclusivas de estas
células las hacen ver como muy promisorias en la terapia de diferentes
enfermedades; sin embargo, la mayoria de los resultados obtenidos bajo
condiciones experimentales in vitro todavia no han sido confirmados in vivo.
Por otra parte, es importante resaltar que algunos de los mecanismos
moleculares estudiados requieren mayor profundizacion en el campo
experimental.

1.4.2 Mecanismo de accion de las células madre adultas

A pesar de todos los avances conseguidos hasta el momento en el campo de la
medicina regenerativa, la aplicacion clinica de las células madre adultas,
principalmente de las derivadas de la médula 6sea, contindia siendo el tema
central y mas debatido*.

Aunque con su uso ya se han obtenido resultados positivos en varias

9. 110 tgdavia no se conocen bien los mecanismos mediante los

enfermedades,
cuales las células trasplantadas podrian mejorar o promover la regeneracion de
los tejidos. Para tratar de explicar estos mecanismos, se han sugerido varias
hipétesis basadas en evidencias existentes, que incluyen la transdiferenciacion
celular, la fusion de células y un efecto autocrino / paracrino secundario a la

liberacion por las células de diferentes moléculas solubles o citoquinas con

acciones especificas. Probablemente se ejecute mas de uno de estos
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mecanismos'®. La transdiferenciacion se define como, cambio irreversible
desde un tipo de célula previamente diferenciada hacia otro tipo de célula
normalmente diferenciada*".

Entre las citoquinas se encuentran las linfoquinas, interleuquinas vy
monoquinas, ademas de otros tipos como los interferones, factores de necrosis
tumoral, factores estimulantes de colonias y diversos tipos de factores de
crecimiento.

Cualquier sustancia especifica que debe estar presente en un medio para que
la multiplicacion de las células cultivadas tenga lugar, recibe el nombre de
factor de crecimiento. En realidad sus acciones son muy complejas y abarcan
funciones como la quimiotaxis, el reclutamiento y la proliferacion de células
precursoras, su diferenciaciéon y maduracion y la regulacion de su capacidad de
sintesis de proteinas. Todas ellas son esenciales en procesos fisiolégicos como
el desarrollo embrionario, fetal y posnatal y, en otros patolégicos, como la
reparacion y regeneracion de los tejidos.

Estudios relativamente recientes han permitido identificar un importante namero
de moléculas solubles producidas por las células madre, que una vez liberadas
en los sitios dafiados, ejercen su accion autoestimulatoria y actian, ademas,
sobre las células sanas residentes en un microambiente apropiado® 42,

Los factores de crecimiento mas relacionados con la osteogénesis son: las
proteinas morfogénicas 6seas (BMP), el Factor de Crecimiento IGF, el TGF-f3,
el PDGF, y el FGF*®.

Se ha comprobado que las células madre hematopoyéticas pueden producir

varios elementos solubles que son esenciales para su accion y que incluyen

factores que intervienen en la citoproteccion, proliferacion, diferenciaciéon y
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migracion celular, angiogénesis, respuesta inflamatoria, asentamiento celular y,
quizés, otras funciones aln no conocidas'®.

Se ha sugerido que las sefales emitidas por medio de factores liberados por
las células residentes, o bien debidas a los contactos que se producen entre las
células residentes y las trasplantadas, son capaces de estimular a estas
ultimas para su transdiferenciacion en el tipo de célula residente circundante, lo
gue permitiria su integracion al nicho apropiado para su accion regenerativa.
También se ha planteado la posibilidad de que alguno de los estimulos
recibidos en el microambiente en que se han colocado, induzca la fusion de las
células implantadas con las del tejido en que se han asentado, creando nuevas
células con caracteristicas funcionales que les permiten participar en la
regeneracion histica'®.

Por otro lado, se ha comentado que los resultados que se han comunicado en
algunas investigaciones no pueden explicarse solamente por la
transdiferenciacion o fusion celular, si se toma en cuenta el bajo nUmero de
nuevas células generadas que se pudo comprobar en el tejido en que se hizo el
implante celular. Para explicar este hecho, se ha emitido la hipotesis de que
factores solubles liberados por las células implantadas pueden desempefar
una accién esencial en la regeneracion de los tejidos mediante un mecanismo
paracrino que actua estimulando en el sitio afectado a las células normales
residentes. Estos productos solubles pueden también actuar, mediante un
proceso autocrino, sobre las propias células trasplantadas que los secretan,
modulando su biologia y favoreciendo su autorrenovacién, proliferacion y
continuidad de sus funciones. Existen varias experiencias que dan un fuerte

apoyo a la intervencion de mecanismos paracrinos en la regeneracién de
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tejidos. Estudios experimentales han mostrado que la inyeccion de medio de

cultivo acondicionado mediante el cultivo de células madre adultas en un sitio

lesionado, puede producir efectos beneficiosos comparables a cuando el
tratamiento se hace solo con células madre. También los resultados que se han
visto con el uso de plasma rico en plaquetas o lisado plaguetario apoyan el

criterio de la importante funcién paracrina de los elementos solubles'®? 12,

Todos estos datos aportan evidencias de que las células madre adultas pueden

contribuir a la regeneracion de tejidos mediante diferentes acciones, algunas de

ellas son:

1. Diferenciacion en células del tejido dafado, lo que podrian hacer mediante
transdiferenciacion o fusion celular.

2. Asentamiento en el tejido lesionado con emision de sefales que favorezcan
el reclutamiento en ese sitio de otras células madre o progenitoras que
participen en la regeneracion de los tejidos.

3. Liberacion de moléculas solubles con efectos autocrinos/paracrinos.

4. Mantenimiento de su propia autorrenovacion, proliferacion y funciones.

5. Efecto antiinflamatorio.

6. Inhibicion de la apoptosis.

7. Incremento de la vascularizacion del tejido dafiado.

8. Citoproteccion y estimulacion de las células sanas presentes en la regién
lesionada, incluyendo las que pueden estar en un estado quiescente o
"dormidas" en un "area de penumbra”.

También hay algunos datos que sugieren que estos mecanismos de

interrelacion y comunicacion celular podrian ser mas complejos de lo que se

piensa actualmente. En algunos casos en que se ha realizado una aplicacion
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local de células madre, se ha producido un incremento sérico de determinadas
citoquinas que pudiera ser secundario a un aumento de la secrecion por las

células madre implantadas, que rebasa el ambiente puramente local®

. Quizas
estos factores solubles circulantes puedan ejercer su accion sobre células
diana también afectadas, pero distantes del sitio de implantacion de las células
madre y que representaria un efecto telecrino. Esta hipétesis complementaria
ayudaria a esclarecer algunos resultados aun no explicados completamente,
como es la mejoria del metabolismo de la glucosa producido en algunos
pacientes diabéticos en que se implantaron en las extremidades inferiores
células madre derivadas de la médula Osea para el tratamiento de trastornos
isquémicos™®. A estos casos se suma un paciente con linfedema crénico de
ambas extremidades inferiores, atendido por un grupo de trabajo**?, a quien se
le inyectaron solamente en el miembro inferior mas comprometido células
madre adultas hematopoyéticas autdlogas, obtenidas de la sangre periférica
después de una movilizacibn con factor de crecimiento de colonias de
granulocitos (LeukoCIM, Cimab S A, La Habana, Cuba). Este paciente mostré
una marcada disminucion del linfedema en ambas extremidades. Esta nueva
hipétesis afadiria un efecto telecrino a las acciones autocrinas y paracrinas
gue ya habian sido propuestas.

Tomando en su conjunto todos los datos presentados, se pudiera plantear la
existencia de 2 fases intimamente vinculadas en el proceso de la terapia celular
regenerativa®®®: una relacionada con la accién directa de las células

implantadas y otra indirecta representada por las acciones autocrina, paracrina

y telecrina de las moléculas solubles liberadas, (Fig. 3).
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Liberacion de moléculas solubles:

Incorporacion al tejido (Factores de crecimiento, citocinas,
danado : — quimiocinas)

Celula C_elula Efect/

m‘adre residente autocrmo

Transdiferenciacion

1 Efecto paracrlno
Fusién Sobre
celular @ —_— \

ropia )
P Ipl Sobre las células vecinas
célula dafiadas

N
@/ —>  Efecto tglecrino
b © = *#:

Accion sobre células dafadas lejanas de
sitio de implantacion.

Figura 3. Mecanismo de accion de las células madre adultas. Tomado de

Hernandez y cols.'®
Toda la informacion precedente nos da una idea general de los avances que ha
mostrado este campo de la medicina en un tiempo relativamente corto, pero
debe tenerse en cuenta que la medicina regenerativa, y en particular la terapia
con células madre, es un tema de gran actualidad, en pleno desarrollo y
practicamente no pasa mucho tiempo sin que se comuniquen nuevos
resultados que amplian los conocimientos existentes hasta ese momento. Esto
puede llevar a la variacion de algunos conceptos y afirmaciones que se habian
hecho en determinadas etapas de su desarrollo. Ante esta situacion, parecen
oportunas 2 fases orientadoras, una proveniente de fuentes populares y la otra
de un gran maestro de la literatura: "tiempo al tiempo"; "el tiempo nada deja en

la sombra" (Cervantes).
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CAPITULO II. DISENO METODOLOGICO
En este capitulo se muestran los elementos metodologicos empleados para
responder y dar salida a las preguntas y objetivos de la investigacién. Se
incluyen en este capitulo: la clasificacion del estudio, la operacionalizacion de
las variables, las técnicas y procedimientos y los aspectos éticos que se
tuvieron en consideracion.
2.1 Clasificacion de la investigacion
Se realiz6 un ensayo clinico fase lll, aleatorizado y controlado en pacientes con
periodontitis cronica, como parte de un macroproyecto de ensayos clinicos en
Medicina Regenerativa del Instituto de Hematologia e Inmunologia. La fase | y
Il se realiz6 en el propio departamento por el mismo equipo de trabajo.
2.2 Definicion del universo de estudio
El universo de estudio estuvo constituido por los pacientes con criterio
diagndostico de periodontitis cronica que acudieron a la consulta de Periodoncia
del servicio de Cirugia Maxilo Facial del Hospital Pediatrico Docente “William
Soler” en el periodo comprendido de enero del 2008 a enero del 2013, que
cumplieron con los criterios de diagnaostico, inclusion y exclusion establecidos.
2.3 Criterios de diagndstico
Se bas6 en caracteristicas clinicas y radiograficas de la periodontitis cronica,
descritas en los textos de la especialidad™ °.
Deben estar presentes las caracteristicas 1 y 2, las cuales son esenciales para

hacer el diagnéstico.
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4.

5.

Bolsas periodontales reales (al menos 4)

Pérdida 6sea vertical en al menos 2 dientes (radiograficamente).
Sangrado gingival al sondeo.

Movilidad dentaria.

Migracion dentaria

2.4 Criterios de inclusién

1.

2.

Pacientes que acepten estar incluidos en la investigacion.
Pacientes no fumadores o que hayan abandonado este habito por lo

menos con tres afos de anterioridad.

2.5 Criterios de exclusion

1.

2.

3.

Pacientes con enfermedades malignas activas o que hayan recibido
tratamiento de quimio o radioterapia en los ultimos 5 afos.
Pacientes con maloclusion severa.

Embarazo y lactancia.

2.6 Criterios de interrupcion del tratamiento después de la inclusion

1.

2.

3.

Abandono voluntario del individuo.

Reacciones adversas severas.

Enfermedad asociada que aparezca durante el ensayo, cuya gravedad
requiera hospitalizacion. Reanudar el tabaquismo durante los 30 meses
de evaluacion.

Necesidad de introducir medicacion simultdnea con corticosteroides via
sistémica, inmunoestimuladores u otro medicamento que pueda
modificar la respuesta del tratamiento.

Pérdida del seguimiento (no asistencia a 2 consultas programadas).

Diagnéstico de embarazo durante el tratamiento.
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2.7 Criterios de fracaso

Pacientes que en la Udltima evaluacion se mantengan iguales o peor que al
inicio del tratamiento.

2.8 Criterio de eficacia

Obtencion de respuesta completa al menos del 75 % de los pacientes incluidos

en el estudio, en el grupo de estudio.

Grado de respuesta Criterios

e Completa Mejoria en 75 % en cuatro o mas de
los parametros evolutivos evaluados.

e Parcial Mejoria en 75 % en tres de los
parametros evolutivos evaluados.

e Ninguna Mejoria en 75 % en dos o menos de

los parametros evolutivos evaluados.

2.9 Tamarfo y seleccidon de la muestra. Asighacion aleatoria

Disefio muestral: se calcul6 el tamafio muestral n=68, Con precision de 5 %,
confiabilidad 95 %, estimado poblacional N=194. La asignacion de los sujetos a
las dos variantes de tratamiento quirdrgico se efectué en la consulta
centralizada de periodoncia en el area de consulta externa del Hospital
Pediatrico Docente “William Soler”, segun una serie de numeros aleatorios
generada en el programa estadistico MedCalc (version 11,5). Si el namero
obtenido era par, el paciente se incluyd en el grupo experimental, y si impar, en
el grupo control, donde:

Grupo | (Grupo de estudio): se aplico tratamiento convencional unido a la

terapia celular con células mononucleares autdlogas (n=34).
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Grupo Il (Grupo control): recibié tratamiento convencional solamente (n=34).
Para el enmascaramiento de la muestra, como no era posible que el
observador al participar en la intervencidon quirdrgica desconociera el grupo
asignado, la asignacion se efectué por la secretaria del Departamento de
Cirugia Maxilo Facial ajena a la intervencion.

El disefio muestral se efectud en el programa estadistico Epidat 3.0.

2.10 Movilizacién de las células mononucleares autélogas

Los pacientes que quedaron incluidos en el grupo de estudio fueron remitidos a
la consulta de Medicina Regenerativa perteneciente al Instituto de Hematologia
e Inmunologia, donde se confecciono la historia clinica y se indicé la valoracion
de los resultados de los estudios realizados (hemograma completo, quimica
sanguinea Yy electrocardiograma si fuera necesario). Ademas, quedo
consignado en la historia clinica de cada paciente todos los datos referidos a la
movilizacion de células mononucleares autélogas hacia la sangre periférica, el
factor de crecimiento empleado y la dosis total, las reacciones adversas tanto
de la movilizacion como del proceder de autodonacién, el niumero de células
obtenidas por mL, y los resultados de la viabilidad celular y el estudio
microbiolégico.

La movilizacion de células mononucleares autdlogas se efectué con el factor
estimulante de crecimiento de colonias granulociticas (FEC-G) (Leukocim,
Centro de Inmunologia Molecular, La Habana) en dosis de 40 pg por kg de
peso dividido en 4 subdosis de 10 pg por kg de peso cada 12 horas. La ultima
dosis se administré 3 horas antes de un segundo hemograma para evaluar la
movilizacién celular. Si el conteo de leucocitos era mayor de 20 x 10°/L y el

resto de los pardmetros normales, se procedié a la extraccion de sangre
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periférica. Si el conteo era menor, se continudé con la movilizacion cada 12
horas con 10 pg por kg de peso hasta alcanzar la cifra de leucocitos antes
mencionada’*> **°,

2.11 Extraccion y separacion de las células mononucleares

2.11.1 Autodonacion

Se realiz6 examen fisico del paciente (Tensién arterial, frecuencia cardiaca,
frecuencia respiratoria y temperatura). Si no habia alteracion se procedi6 a la
autodonacion.

Con el paciente acostado en decubito supino, se le canaliz6 una vena gruesa
en el antebrazo y se efectud la extraccion de sangre hacia una bolsa colectora
con CPDA/SAGM-2, sistema cuadruple. Esas siglas estan en relacion con el
anticoagulante que viene en las bolsas y garantizar su conservacion.

C: Citrato, efecto anticoagulante.

P: Fosfato, para mantener pH.

D: Dextrosa, aporte de ATP.

A: Adenina, aporte de energia a las células incluye ATP.

SAGM: es una solucion rejuvenecedora de los eritrocitos, que prolonga su vida
util y generalmente se adiciona despues de separados del plasma. Contiene
manitol que da estabilidad a la membrana del glébulo para evitar su destruccion.
Una vez alcanzada la cantidad deseada (500 mL), se retir6 la bolsa y se
conecto6 a la linea de acceso a la vena una infusion de solucion salina al 0,9 %
a goteo lento durante 45 a 60 minutos para rehidratar y mantener al paciente
isovolémico. Se realizo la centrifugacion y desplasmatizacion y posteriormente
fueron reinfundidos al paciente su plasma y sus eritrocitos. Concluido el

proceder, se comprobd por el interrogatorio y el examen fisico que el paciente
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se encontraba estable y se procedid a sentarlo. Si no habia alteraciones
hemodindmicas, después de unos minutos se le retiraba el acceso venoso. Sl
el paciente se mantenia estable se egresaba del servicio de aféresis y se le
recomendaba que ese dia no realizara esfuerzos fisicos.
La bolsa de sangre total se centrifugd a 3000 rpm y 4°C, durante 10 min. Al
terminar la centrifugacion se extrajo cuidadosamente la bolsa de la centrifuga y
fue colocada en el desplasmatizador. Se identific6 cada una de las bolsas con
los datos del paciente y el tipo de componente. Se desplasmatizé y se paso el
plasma a una bolsa satélite que se selld y separo para transfundir al paciente.
En un gabinete de seguridad biolégica, a la bolsa con el resto de los
componentes se le adicioné el hidroxietilalmidon (HES) al 6 %, volumen a
volumen.
Posteriormente se deja sedimentar y los eritrocitos son separados de la masa
de células mononucleares y reinfundidos al paciente
A la bolsa con el contenido celular se le determiné el volumen en mL y se
tomaron muestras para estudios celular (conteo de células mononucleares,
recuento diferencial y viabilidad celular) y microbioldgico. Posteriormente se
sell6 la bolsa y se agrego la fecha y el volumen que contenia. Finalmente, se
almacené entre 2-6 °C hasta su entrega para la implantacion celular al dia
siguiente** 14°.
2.11.2 Estudio Celular
e Conteo de células mononucleares (CMN). Se utilizaron las siguientes
variables: el conteo de leucocitos/L (efectuado en el contador automéatico de
células SINNOWA HB-7021, Republica Popular China), el volumen del

concentrado y el porcentaje de CMN.
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e El recuento diferencial se determin6 mediante microscopia Optica en
extensiones del concentrado celular tefiidas con May-Grunwald Giemsa, lo
que permiti6 conocer el porcentaje de CMN. Se consideraron CMN: los
linfocitos, monocitos, células linfocitoides, monocitoides. El porcentaje de
células CD34+ se determind por citometria de flujo en un FaC Scan
(Becton-Dickinson, EE.UU.) y se aplic6 para obtener su valor absoluto a
partir del nimero de CMN en el concentrado.

e La determinacion de la viabilidad celular se hizo mediante la coloracion con
azul Tripan, segun el método empleado en nuestra institucion.

2.11.3 Estudio microbiolégico

La tincion de Gram y los cultivos bacteriolégicos se realizaron por los métodos

habituales del laboratorio de Microbiologia, con el objetivo de tener la seguridad

gue no haya contaminacién bacteriana en las células que se van a implantar.

Esto aporta una mayor seguridad para el receptor del implante y su resultado

permite comprobar que no hay contaminacion por germenes patégenos como

resultado del procesamiento de las células.

2.12 Descripcion de los Tratamientos

Grupo de estudio: A los pacientes del grupo de estudio se les realizo el

tratamiento convencional de la periodontitis cronica que incluyo tres etapas:

e Tratamiento inicial

Dirigido a la educacion y motivacion del paciente, control de la placa

dentobacteriana y eliminacién o control de factores retentivos de placa.

e Tratamiento correctivo

Procedimientos no quirargicos (los que necesite el paciente). Sefialaremos los

mas frecuentes.
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» Raspado y alisado radicular.

» Ajuste oclusal.

> Ferulizacion.

» Correccién o control de habitos lesivos.
Procedimientos quirdrgicos.

» Operaciones a colgajo.

» Otros.
Dado los requisitos a cumplir en la obtencion de las células mononucleares
autdlogas, todos los procederes quirdrgicos se realizaron, por lo general, en
una sesion.
El implante de células mononucleares autélogas se coloco una vez realizada la
sintesis de los tejidos en la técnica de colgajo de espesor total, se depositaron
0,04 mL/defecto. mm de profundidad del defecto y 0,3 mL/diente en la encia
circundante de dientes afectados.
Siempre que el acceso y visibilidad a la bolsa lo permitio, en algunas zonas se
realizo la técnica de raspado y alisado la semana anterior al implante. Durante
el acto quirurgico, en esa zona, solo se perfundian células mononucleares
autdlogas, sin realizar el abordaje quirdrgico.
El tratamiento del grupo control fue el mismo, pero sin implantacion de células
mononucleares autélogas en los tejidos.
En ambos grupos la zona tratada fue cubierta con un apdsito periodontal
durante 8 dias.
Las indicaciones postoperatorias se limitaron al uso de analgésicos y fomentos

frios en todos los casos y de existir algun tipo de complicacion o reaccién
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adversa (al paciente les fueron dadas por escrito), los sujetos podian ser
asistidos en cualquier momento postoperatorio.
e Terapiade soporte o fase de mantenimiento
Una vez dada el alta se planificaron una serie de visitas de control, las mismas
se realizaron de forma independiente a las evaluaciones evolutivas de la
investigacion que se realizaron cada 6 meses.
2.13 Seguimiento evolutivo de los pacientes durante el tratamiento
Los pacientes se evaluaron clinica y radiograficamente antes del tratamiento
por la autora del estudio, y postratamiento a los 6, 12, 18, 24 y 30 meses en la
consulta de Periodontologia por la investigadora principal y otro especialista en
Periodoncia, este evaluador no conocia que los sujetos de investigacion
pertenecian al grupo de estudio o al grupo control para evitar el sesgo subjetivo
de la evaluacion por parte del investigador.
2.14 Tipos de variables del estudio y definicion operacional
Las variables evaluadas son

e Dientes afectados.

e Presencia de sangrado al sondeo.

e Presencia de bolsas periodontales.

e Movilidad dentaria.

e Pérdida de insercion.

e Evidencia radiogréafica de organizacion y formacién ésea.

e Reacciones adversas al FEC-G y complicaciones postoperatorias.
La totalidad de los enfermos fueron tratados por un mismo equipo quirdrgico
gue incluyé a una periodontéloga y dos licenciadas en Atenciéon Estomatoldgica,

todos entrenados en los procederes quirdrgicos.
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A los dientes afectados se le realizaron radiografias periapicales utilizando la
técnica de paralelismo. En esta técnica la pelicula se coloca en boca con un
posicionador paralela al eje corono-radicular del diente a examinar, luego el
rayo central del haz de rayos X se dirige perpendicularmente, formando un
angulo recto con el diente y la pelicula. Esta orientacion de la técnica del
paralelismo minimiza la distorsibn geométrica, y para reducirla ain mas, la
fuente de rayos X debe estar situada relativamente lejos del diente en
estudio™’ 18,

La informacion obtenida fue vertida en un modelo disefiado e impreso con este
fin (anexo 1). En el mismo aparecen los datos de identificacion personal y la

recogida de las variables estudiadas.

2.14.1 Operacionalizacion de las variables

Variable Escala Descripcion
Edad Adultos mayores de 30 afios Segun afios cumplidos.
de edad.
Sexo Femenino Segun género de
Masculino pertenencia.
Complicaciones  Dolor Segun los criterios referidos
.-, . . 1’3
post-quirirgicas  riopre en el la literatura™ °.
Infeccion
Inflamacion
Trismo
Otros
Dientes Numero de dientes que al Se tendran en cuenta los
afectados examen fisico presenten dientes que presenten
alteraciones. alguna de las siguientes

alteraciones: inflamacion de
las encias, sangrado al
sondeo, bolsas periodontales
y movilidad.
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Sangrado
gingival al
sondeo.

Presencia de
bolsas
periodontales

Movilidad
dentaria

Nivel de
insercion
periodontal.

Evaluacion
radiogréafica

Numero de puntos de
sangrado gingival.

Numero de bolsas
periodontales encontradas
en el examen fisico.

NUmero de dientes con
movilidad.

<1.5mm

1.5a1.9mm
20a2.9mm
3.0a4,9mm
5 mm o mas

1. Desorganizacion del
trabeculado, pérdida de la
cortical y presencia de
defecto O6seo, existe pérdida
de insercion.

2. Organizacion del
trabeculado, no se evidencia
formacion completa de
cortical y se mantiene el
mismo rango de pérdida de
insercion.

3. Organizacion del
trabeculado 6seo, formacion
de la cortical y se mantiene
en el mismo rango de
pérdida de insercion.

4. Presencia de organizacion

en el trabeculado 6seo,
formacion de cortical y zona
radiopaca compatible con
formacion de nuevo hueso,

ademas de la disminucién de
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Aparicion de sangre en el
surco a los 15-30 seqg.
después de haber realizado
un sondaje suave con una
sonda periodontal.

Se determinara mediante
sondaje periodontal de todos
los dientes presentes.

Segun valoracion al examen
fisico, al ejercer presién con
dos instrumentos (vestibular
y lingual) se observa
movilidad dentaria de mas de
1 mm.

Se medira en dientes que
presentan pérdida 0sea
vertical. indice de extension y
severidad de la pérdida de
insercion (ESI), de Carlos y

cols. ',

Se valorara en dos defectos
0seos en cada paciente, que
coincidan con la mayor
pérdida de insercion.



la pérdida de insercion.

Reacciones Mas frecuentes en la dosis Para validar el dolor se us6
adversas al administrada: la escala visual analdgica
FEC-G (EVA)*.

dolor musculoesquelético
leve a moderado, dolor 6seo, 0 Ausencia de dolor

zZ 150, 151
cefalea, dolor toracico - 1-4 Dolor Leve
5-8 Dolor Moderado

9-10 Dolor Severo

*Los valores asignados a la EVA fue disefiada por la autora de la investigacion.
2.15 Consideraciones bioéticas

La realizacion de esta investigacion se autorizé por la direccion del Hospital
Pediatrico “William Soler”, el jefe de Servicio de Cirugia Maxilo Facial; el
Consejo Cientifico y el Comité de Etica de la investigacion de las instituciones
participantes (Hospital Pediatrico “William Soler” y del “Instituto de Hematologia
e Inmunologia”). El proyecto recibié el aval de la Academia de Ciencias de
Cuba (ACC), perteneciente al Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio
Ambiente (CITMA).

Se respetd lo establecido en los principios basicos de la Declaracion de
Helsinki que contiene las recomendaciones a seguir en la investigacion
biomédica en seres humanos. Conforme quedé establecido en la declaracion
de la 592 Asamblea General de la Asociacion Médica Mundial en Seul, Corea,
en octubre de 2008, en toda investigacion con seres humanos, cada individuo
potencial debe recibir informacién adecuada sobre los objetivos, métodos,
fuentes de financiamiento, posibles conflictos de intereses, afiliaciones
institucionales del investigador, beneficios calculados, riesgos previsibles e
incomodidades derivadas de la investigacion®®?.
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La persona debe ser informada del derecho de participar o no en el estudio y
de retirar su autorizacion en cualquier momento, sin exponerse a represalias.
Después de asegurarse de que el individuo comprende la informacion, el
médico debe obtener entonces por escrito, el consentimiento informado y
voluntario de la persona. Si el consentimiento no se puede obtener de esa
manera, el proceso para lograrlo debe ser documentado y atestiguado
formalmente.

En concordancia con ello los pacientes firmaron su autorizacion para participar
en la investigacion (Anexo 2). Se les explicé en detalles el procedimiento y que
de ser necesario se convertia al habitual.

Se garantizé en todo momento la integridad del paciente y la confidencialidad
de la informacion, pues no se dieron a conocer datos personales de los
enfermos involucrados en el estudio. Los mismos fueron de uso exclusivo del
equipo de investigadores.

2.16 Anélisis estadistico

El tratamiento de los datos se realizé mediante el programa estadistico SPSS
version 15.0 para Windows, previa confeccion de una base de datos donde se
introdujo la informacion obtenida. Como medida de resumen para los datos
cuantitativos se utilizaron la media, la desviacién estandar y el rango y para los
cualitativos las frecuencias absolutas y los porcentajes.

En cada grupo se realizé la comparacion (del promedio de los valores) de las
variables cuantitativas antes del tratamiento y a los 6, 12, 24 y 30 meses del
mismo, mediante el andlisis de varianza de una via (la prueba de Friedman),
considerando un nivel de significacion de p <0,05. En caso de que las

comparaciones multiples resultaran estadisticamente significativas, para
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analizar qué variables diferian entre si, se utilizé la prueba a posteriori de
Bonferroni y se consideraron que los promedios de dos variables diferian
significativamente cuando el nivel critico obtenido fuera menor que 0,005.

La comparacion del promedio de los valores de las variables cuantitativas entre
el grupo de estudio y el control se realizé mediante la prueba t de Student para
muestras independientes. Para analizar la mejoria obtenida en ambos grupos
de tratamiento se utilizé la prueba Ji Cuadrado. En ambos casos se consideré
significativo el valor de p<0,05.

Los resultados se obtenidos se presentan en forma de cuadros estadisticos y

figuras (anexos 3y 4).
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CAPITULO Ill. RESULTADOS
El objetivo del presente capitulo es mostrar los resultados de la investigacién al
comparar la evolucion del tratamiento de la periodontitis crénica con terapia de
células mononucleares autélogas con el tratamiento convencional.
La muestra objeto de estudio la constituyeron 68 pacientes que cumplian con
los criterios de inclusion, los cuales fueron distribuidos al azar para conformar
dos grupos quirdrgicos comparativos, el | (estudio) y el Il (control), cada uno
con 34 enfermos.
La distribucién por sexo no presento diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos tratados con células mononucleares autdlogas y con
terapéutica convencional como se observa en la tabla 1
La tabla 2 nos muestra que todos los pacientes tenian valores normales en sus
parametros hematologicos preimplante.
Se observa en la tabla 3 que se obtuvo un nimero absoluto alto de células
mononucleares secundario a los pequefios volumenes de concentrados
celulares preparados.
En la comparacion de los grupos antes de iniciar los tratamientos, tabla 4, se
aprecia que no existian diferencias estadisticamente significativas entre ambos
en cuanto a la edad, el numero de dientes afectados, promedio de puntos de
sangrado, de bolsas periodontales, de dientes con movilidad, pérdida de
insercion 6sea y evaluacién radiogréfica. (p > 0,05).

La tabla 5 muestra el promedio del nimero de dientes afectados, puntos de
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sangrado, bolsas periodontales, dientes con movilidad, pérdida de insercién
0sea y ganancia Osea evidenciada en la evaluacién radiografica de los
pacientes tratados con células mononucleares autélogas y evolucionados a los
6,12, 24 y 30 meses después del tratamiento.

Se aprecia una disminucion del promedio de todas las variables clinicas, que
es mas marcada en cada uno de los periodos evolutivos con respecto al estado
inicial de los pacientes. Si embargo, entre las evoluciones sucesivas a pesar de
gue existe disminucién en los valores de las variables clinicas, estas son de
menor magnitud. Con respecto a la evaluacion radiografica, se aprecia
ganancia 0sea marcada en cada uno de los periodos evolutivos con relacion al
valor inicial, no asi entre ellos, pues a partir de los 12 meses el promedio
alcanzado se mantiene constante. En este grupo se aprecia organizacion en el
trabeculado 06seo, formacion de cortical y zona radiopaca compatible con
formacion de nuevo hueso, ademas de la disminucion de la pérdida de
insercion. En todos los casos las diferencias encontradas son estadisticamente
significativas (p < 0,05).

La tabla 5 A muestra las comparaciones a posteriori en todas las variables en
el grupo tratado con células mononucleares autélogas. En el caso de los
dientes afectados resultaron significativas todas las comparaciones evolutivas
con relacion al preimplante, y con relacion a los 6 meses del tratamiento. En
cuanto al sangrado, la movilidad, la pérdida de insercién 6sea y ganancia 6sea
evidenciada en la evaluacion radiografica, solo son significativas las
comparaciones evolutivas con relacion al preimplante. En relacién a las bolsas
periodontales todas las comparaciones son estadisticamente significativas

excepto la de los 24 meses con los 30 meses. Para estas comparaciones el
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nivel de significacién fue de de p < 0,005 aplicando la prueba a posteriori de
Bonferroni.

La tabla 6 muestra los dientes afectados, el promedio de puntos de sangrado,
de bolsas periodontales, dientes con movilidad, pérdida de insercion 6sea y
ganancia Osea evidenciada en la evaluacién radiografica de los pacientes
tratados con la terapéutica convencional y evolucionados a los 6,12, 24 y 30
meses después del tratamiento.

Todos los valores de las variables clinicas disminuyeron evolutivamente con
relacion al estado inicial. En el caso de los dientes afectados y del sangrado se
aprecia un incremento en sus valores a partir de los 12 meses del tratamiento;
y en el caso de los dientes con movilidad se observa un incremento a partir de
los 24 meses. Estas diferencias son estadisticamente significativas (p < 0,05).
Los cambios ocurridos respecto a la pérdida de insercibn 6sea no son
relevantes a pesar de que se aprecia que sus valores iniciales se mantuvieron
a los 6 y 12 meses, se incrementaron en las evoluciones sucesivas, lo cual no
resulté estadisticamente significativo (p>0,05).

En la evaluacion radiografica, se evidencio aumento de la organizacion del
trabeculado y formacion de cortical 6sea pero no hay zonas radiopacas
compatibles con la formacion de nuevo hueso. Estos cambios favorables en la
calidad del hueso, aunque no hay nueva formacion de nuevo hueso, ni cambios
en el nivel de insercion, en cada uno de los periodos evolutivos con relacion al
valor inicial, son estadisticamente significativas (p < 0,05)

La tabla 6 A muestra las comparaciones a posteriori en todas las variables en
el grupo tratado con la terapéutica convencional. En el caso de los dientes

afectados y del sangrado son significativas todas las comparaciones excepto la
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de los 24 con 30 meses. En relacion a las bolsas periodontales resultaron
estadisticamente significativas todas las comparaciones evolutivas con relacién
al estado inicial y entre los diferentes periodos evaluativos, 12 meses con 24
meses y 12 meses con 30 meses. En la movilidad dentaria resultaron
significativas las comparaciones de los 6, 12, 24 y los 30 meses con relacion al
estado inicial. En la pérdida de insercién se observé diferencias entre el inicio y
los 6, 12, 24 y 30 meses, fue diferente también entre los 6 con los 12, 24 y 30
meses. En el caso de la ganancia en la organizacion del trabeculado y
formacion de cortical 6sea evidenciada mediante estudio radiologico resultaron
estadisticamente significativas todas las comparaciones evolutivas con relacion
al estado inicial y las de los 12, 24 y 30 meses con respecto a los 6 meses.
Para estas comparaciones el nivel de significacion fue de de p < 0,005
aplicando la prueba a posteriori de Bonferroni.

La evolucion de los dientes afectados segun el tipo de tratamiento recibido,
aparece en la tabla 7. Al comparar los dientes afectados en los diferentes
momentos del seguimiento de los pacientes que recibieron tratamiento con
células mononucleares autélogas con los que recibieron el tratamiento
convencional, se aprecia una disminucion de los promedios en el grupo que
recibio tratamiento con células mononucleares autdlogas. La magnitud de las
diferencias de medias de los dientes afectados entre ambos grupos aumenta
de manera evolutiva, a expensas de valores menores en los pacientes tratados
con implante de células mononucleares autdlogas que en los tratados con
terapéutica convencional. Las diferencias encontradas fueron estadisticamente
significativas a los 12, 24 y 30 meses, (p < 0,05) no asi a los 6 meses.

En la tabla 8 se describe la evolucion del sangrado al sondeo segun el tipo de
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tratamiento recibido, al comparar los diferentes momentos del seguimiento de
los pacientes que recibieron tratamiento con células mononucleares autélogas
con los que recibieron el tratamiento convencional, se aprecia una disminucion
de sus promedios en el grupo que recibié tratamiento con células
mononucleares autélogas. La magnitud de las diferencias de medias de esta
variables entre ambos grupos aumenta de manera evolutiva, a expensas de
valores menores en los pacientes tratados con implante de células
mononucleares autélogas que en los tratados con terapéutica convencional.
Las diferencias encontradas a los 6 meses fueron estadisticamente
significativas (p < 0,05).

Al comparar las bolsas periodontales en los diferentes momentos del
seguimiento de los pacientes que recibieron tratamiento con células
mononucleares autdlogas con los que recibieron el tratamiento convencional,
tabla 9, se aprecia que en todos los periodos evolutivos, el promedio de bolsas
tuvo una disminucion mas marcada en el grupo tratado con células
mononucleares autdlogas. La magnitud de las diferencias de los promedios de
bolsas periodontales entre ambos grupos aumenta de manera evolutiva, a
expensas de valores menores en los pacientes tratados con implante de
células mononucleares autélogas que en los tratados con terapéutica
convencional. Las diferencias encontradas fueron estadisticamente
significativas a los 24 y 30 meses (p < 0,05), no asi alos 6 y 12 meses.

En la tabla 10, al comparar la movilidad dentaria en los diferentes momentos
del seguimiento de los pacientes que recibieron tratamiento con células
mononucleares autélogas con los que recibieron el tratamiento convencional se

aprecia una disminucion de sus promedios en el grupo que recibid tratamiento
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con células mononucleares autélogas. La magnitud de las diferencias de
medias de la movilidad dentaria entre ambos grupos es mayor a los 6 meses
del tratamiento debido a que el promedio de dientes con movilidad es
marcadamente inferior en los pacientes tratados con implante de células
mononucleares autélogas que en los tratados con terapéutica convencional.
Las diferencias encontradas en todos los momentos del seguimiento fueron
estadisticamente significativas (p < 0,05).

La tabla 11 presenta la comparacion de la pérdida de insercion 6sea en los
diferentes momentos del seguimiento de los pacientes del grupo de estudio y
control, se aprecia una disminucion de sus promedios en el grupo que recibio
tratamiento con células mononucleares autélogas (estudio). La magnitud de las
diferencias de medias de esta variable entre ambos grupos aumenta de
manera evolutiva hasta los 24 meses del tratamiento a expensas de valores
menores en los pacientes tratados con implante de células mononucleares
autélogas que en los tratados con terapéutica convencional. Las diferencias
encontradas en todos los momentos del seguimiento fueron estadisticamente
significativas (p < 0,05).

Al comparar la evaluacién radiografica segun el tipo de tratamiento recibido en
los diferentes momentos del seguimiento de los pacientes que fueron tratados
con células mononucleares autdlogas con los que recibieron la terapéutica
convencional se aprecia un aumento de sus promedios en el grupo que recibio
tratamiento con células mononucleares autélogas (tabla 12). La magnitud de
las diferencias de medias de esta variable entre ambos grupos aumenta de
manera evolutiva hasta los 30 meses del tratamiento a expensas de valores

mayores en los pacientes tratados con implante de células mononucleares
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autologas que en los tratados con terapéutica convencional. En la evaluacién
las diferencias encontradas fueron estadisticamente significativas (p<0,05).

En la tabla 13 se aprecia que en el grupo tratado con células mononucleares
autologas, en la evolucion a los 6 meses, hubo mejoria completa en el 85,29 %
de los pacientes, mejoria parcial en el 11,76 % y en solo un caso (2,94 %) no
se obtuvo mejoria, mientras que en el grupo tratado con la terapéutica
convencional la mejoria completa estuvo presente en el 41,17 % de los
pacientes al igual que en la parcial y en 6 pacientes (17,64 %) no se alcanzo
mejoria. Las diferencias encontradas fueron estadisticamente significativas
(p<0,05).

En el grupo tratado con células mononucleares autdlogas, en la evolucion a los
24 meses, hubo mejoria completa en el 100 % de los pacientes, mientras que
en el grupo tratado con la terapéutica convencional hubo mejoria completa en
el 41,17%, el 47,05 % de los pacientes tuvieron mejoria parcial y el 20,58 % no
obtuvo mejoria como se aprecia en la tabla 14. Las diferencias encontradas
fueron estadisticamente significativas (p<0,05).

La mayor parte de los pacientes del grupo de estudio (alrededor del 70 %) no
presentaron reacciones adversas al uso del FEC-G. La minoria, que manifesto
reacciones adversas, presentaron dolores articulares y cefaleas, de leve a
moderado, segun resultados obtenidos al aplicar la Escala Visual Analogica,
gue remitian con analgésicos (Tabla 15). No se reportd ningun paciente con
dolor severo.

En los grupos incluidos en la investigacion (de estudio y de control) ningun

paciente tratado presentd complicaciones postquirurgicas.
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CAPITULO IV. DISCUSION
El objetivo del presente capitulo consiste en interpretar y discutir los resultados
gue se obtuvieron en la presente investigacion al comparar la evolucién del
tratamiento de la periodontitis cronica con terapia de células mononucleares
autologas con el tratamiento convencional.
La enfermedad periodontal resulta en la pérdida del tejido conectivo y 0seo de
soporte y constituye la causa principal de pérdida dentaria en adultos®.
Por causa de las limitadas opciones terapéuticas con el fin de regenerar estos
tejidos, se han desarrollado un grupo de enfoques quirdrgicos. Aunque esta
forma de tratamiento se reporta como eficiente, la cantidad de tejido
regenerado no se puede predecir y muchas veces resulta infructuoso. Por esto,
la regeneracion del tejido periodontal mediante el uso de células madre
autdlogas pudiera ser promisoria en la terapia regenerativa en la enfermedad
periodontal. Entre las células candidatas para la terapia regenerativa se
incluyen las células madre embrionarias, las células madre adultas y las células
progenitoras adultas. La utilizacion de las células madre embrionarias esta
limitada por causa de las implicaciones éticas de su uso y por los problemas de
regulacion celular que le imprimen una fuerte tendencia a la formacién de
neoplasias. Por esta causa, Tobita y cols.*>*, mencionan que las células madre
adultas y las progenitoras adultas son las adecuadas en situaciones clinicas.
En la actualidad el tratamiento con células madre se considera un avance de la

medicina contemporanea y un pilar fundamental en el surgimiento de la
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medicina regenerativa. Una contribucién a la rapida aplicacion de este tipo de
medicina fue el conocimiento de que las células madre adultas poseian una
capacidad regenerativa mayor de lo que convencionalmente se aceptaba'®* **°.
Estos conocimientos han contribuido a la aplicacién de las células madre
adultas como un método muy prometedor de terapia celular regenerativa en
diferentes enfermedades que por la terapéutica convencional no tenian
curacion o los resultados eran muy limitados %8,

Las células madre adultas han pasado rapidamente a la aplicacion clinica y en
la actualidad existen diferentes publicaciones que avalan su utilidad**® **°.

En algunos de los trabajos publicados en los que se ha utilizado la medicina
regenerativa en pacientes con afecciones bucales (por ejemplo, defecto 6seo
de rama mandibular provocado por la presencias de un quiste dentigero,
periodontitis, la osteointegracién de implantes con plasma rico en plaquetas y
hueso liofilizado en pacientes con pérdida dentoalveolar por trauma y otros) se
obtuvieron resultados prometedores®® 47 154 161-163

Estudios sobre el tratamiento regenerativo de la periodontitis han arrojado
buenos resultados tanto en la utilizacion de células madre mesenquimales

cultivadas, de plasma rico en plaquetas, como con la ingenieria de tejido®® "

154, 163, 164-

En la actualidad se conoce que en la médula d6sea existe un conjunto
heterogéneo de células madre, que pueden ser movilizadas a la sangre
periférica por el FEC-G. En general cuando estas células se extraen en su
conjunto como componentes de las células madre mononucleares se ha
aplicado el marcador CD34+ como referencia de las células madre

hematopoyéticas obtenidas; pero habitualmente no se tipifican las otras células
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madre presentes. Sin embargo, en el trabajo publicado por Wu y cols.'®, se
inyectd, un grupo de pacientes con extremidades inferiores isquémicas, con
células madre mononucleares autélogas movilizadas con FEC-G. En estos
casos el numero de células madre mononucleares movilizadas resulté un mejor
indicador de la efectividad terapéutica que el numero de células CD34+;
resultado que apoya la ventaja del uso de las CMN en su conjunto y sugiere
gue no es imprescindible la cuantificacion de las células CD34+.

La concentracién de células mononucleares en la investigacion es mas alta que
la reportada por la literatura cubana'®. Esto se debe, posiblemente, a que el
volumen necesitado para la terapia periodontal es menor que el utilizado en la
terapéutica de otras enfermedades. Cortina y cols.**, reportan que la cantidad
optima de células mononucleares con fines terapéuticos debe ser =8x10°
células.

En la investigacion que se muestra se ha logrado, mediante el uso de implantes
de células mononucleares autdlogas, una respuesta completa y mantenida en
el tiempo (equivalente a mejoria de 75 % en tres 0 mas de los parametros
evolutivos evaluados), en mas del 75 % de pacientes con periodontitis crénica,
estos parametros consistian en presencia de sangrado al sondeo, bolsas
periodontales, movilidad dentaria, pérdida de insercion y evaluacion
radiografica, donde mediante eventos clinicos y radiograficos se evidencia la
formacion de hueso nuevo a diferencia de un grupo tratado de forma
convencional, donde no se alcanzé estos resultados.

Las células mononucleares autdlogas pueden producir varios elementos
solubles que son esenciales para su accion y que incluyen factores que

intervienen en la citoproteccion, proliferacién, diferenciacion y migracion celular,
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angiogénesis, respuesta inflamatoria, asentamiento celular y, quizas, otras
funciones audn no conocidas'®.

Se sugiere que las sefales emitidas por medio de factores liberados por las
células residentes, o bien debidas a los contactos que se producen entre las
células residentes y las trasplantadas, son capaces de estimular a estas
ultimas para su transdiferenciacion en el tipo de célula residente circundante, lo
gue permitiria su integracion al nicho apropiado para su accién regenerativa.
También se ha planteado la posibilidad de que alguno de los estimulos
recibidos en el microambiente en que se han colocado, induzca la fusién de las
células implantadas con las del tejido en que se han asentado, creando nuevas
células con caracteristicas funcionales que les permiten participar en la
regeneracion histica'®.

Sobre la base de estos datos, resulta razonable pensar que la terapia celular
regenerativa con células madre adultas puede ser de utilidad en el tratamiento
de las periodontitis, teniendo en cuenta la posibilidad de regeneracion 6sea que
puede derivar de este tratamiento.

Uno de los primeros reportes que aparece en la literatura revisada es el informe
realizado por Yoichi y cols.**’, donde, después de levantar colgajos
periodontales de espesor completo y del raspado y alisado de las superficies
radiculares, se aplicé un gel de células madre mesenquimales y plasma rico en
plaquetas sobre la superficie radicular y en el espacio del defecto adyacente.
Las mediciones resultantes principales fueron: el sangrado al sondaje, la
profundidad de la bolsa, el nivel de insercion clinica, y el relleno del defecto
0seo. La reevaluacion puso de manifiesto que el tratamiento anterior dio lugar a

gue desapareciera el sangrado y la movilidad dentaria, ademas de una
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reduccion de 4 mm en las profundidades de las bolsas y de una ganancia de 4
mm de insercion clinica. El andlisis radiografico manifesté que el defecto éseo
se habia reducido en profundidad. En este mismo trabajo, se regeneraron las
papilas interdentales mediante la utilizacion de técnicas de ingenieria de
tejidos.

Por otra parte, Yamada y cols.*®®

, reportan estudios en animales y clinicos a
gran escala en pacientes. Estos uUltimos mostraron una buena formacion de
hueso al usar trasplante de células madre mesenquimales con un grado
minimo de invasividad. Todos los pacientes presentaban el volumen de hueso
significativamente mejorado sin efectos secundarios. Las areas de hueso
recién constituido, en tres meses, eran significativamente mayores respecto al
punto de partida del preoperatorio. No se detectd resorcion ésea significativa
durante el seguimiento a largo plazo. Este reporte representa un nuevo
enfoque clinico en la utilizacion terapéutica de ingenieria de tejido de hueso.
Encontramos resultados similares en otro reporte de un estudio experimental
sobre la utilizacion de células madre mesenquimales derivadas de muestras de
un aspirado percutaneo de médula 6sea, y andamios en colageno, en la terapia
de los defectos periodontales. Aqui, se logré la regeneracion del ligamento
periodontal cerca de la pared radicular y la formacién de nuevo hueso™*.

El analisis realizado en el grupo tratado con células mononucleares autologas,
mostré una evidente mejoria, con una rapida desaparicion del sangrado al
sondaje y de la inflamacion. Este resultado es reflejo no solo de la actividad
antiinflamatoria de las células administradas sino también de otros efectos que

pueden tener sobre la vascularizacion regional. Esta reaccion esta totalmente

de acuerdo con los conocimientos actuales sobre los mecanismos de accién de

77



las células madre que hasta hace poco tiempo se pensaba estaban solamente
relacionados con la implantacion de las células y su fusién o transformacion en
células del tejido implantado. En la actualidad, se acepta, de una manera
progresiva, que la accion fundamental es secundaria a la liberacion de
multiples factores con actividad sobre los tejidos, y que actian en una forma
balanceada e integral, interviniendo de una forma rapida sobre las alteraciones
de los tejidos afectados. Con posterioridad si pueden intervenir las células que
se han integrado al tejido dafiado. En esta etapa las acciones son mas lentas y
derivadas de los contactos intercelulares y también, de forma destacada, de la
continuidad en la liberacion de factores bioactivos que estimulan a las células
circundantes. Estas ultimas, a su vez, producen factores estimuladores de los
tejidos comprometidos. Este comportamiento es una explicacion para las
respuestas rapidas iniciales y mas lentas pero progresivas que pueden verse

d 166-168

con posteriorida , lo que también se evidencia en el estudio que se

muestra.

° refieren que las funciones reparadoras de las células madre

Urban y cols.*®
mesenquimales, que son una pequefia poblacion dentro de las células
mononucleares, se dan a través de la secrecion de factores como el VEGF vy el
FGF, los cuales pueden prevenir la apoptosis, promueven la angiogénesis,
asisten en la reorganizacion de la matriz, incrementan el reclutamiento de
células madre circulantes y, posiblemente, promueven la activacién de células
madre residentes circundantes. Estudios recientes sugieren que las células

madre mesenquimales unidas al resto de las células mononucleares contribuye

a potencializar la capacidad regenerativa y de renovacion tisular'®.
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La inflamacion comprende una serie de acontecimientos moleculares y
celulares que llevan a una respuesta del hospedero contra el traumatismo y la
invasion microbiana, la que, finalmente, conduce la curacién de los
compartimientos tisulares lesionados .

En consecuencia, por definicion, la respuesta del hospedador implica no solo
los mecanismos de defensa, sino también los procesos de reparacion del dafio
gue se produce por el efecto directo de los invasores, el traumatismo o los
propios sistemas del hospedador. Investigaciones recientes han mostrado que,
ademas de las sefiales de “activacion” que inician los procesos inflamatorios,
los tejidos periodontales, actuando como controladores de la inflamacion, son
capaces de generar sefales de “desactivacion” o “cese”. Estos mecanismos de
control involucran circuitos celulares y bioquimicos especificos que han
evolucionado en diversas partes del cuerpo’.

Por tanto, cabe resaltar los hallazgos referentes a las funciones
inmunomoduladoras, tanto in vivo como in vitro, de las células madre
mesenquimales. Aunque el mecanismo no se ha aclarado completamente, se
ha visto, in vitro, que estas pueden: a) inhibir la funcion y maduracion de
células T de memoria y linfocitos virgenes; b) disminuir la secrecion de TNF-a e
incrementar la secrecién de IL-10, una citoquina inmunosupresora, en las
células dendriticas; c) incrementar la proporcién de células Treg y d) bloquear
la maduracién de las células presentadoras de antigenos a la vez que potencia
la secrecion de IL-10 en las mismas. Youn y cols.'”®, observaron, in vivo, que la
utilizacion de células madre mesenquimales en la cornea dafiada incrementa
los niveles de IL-10 y TGF-B (interleuquinas antiinflamatorias) a la vez que

reduce la IL-2 y el IFN-y (interleuquinas proinflamatorias).
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El mejor mecanismo pudiera estar involucrado con la secrecion de factores
solubles, como la prostaglandina E, (PGE-), indolamina-2,3-dioxigenasa (IDO),
el factor transformante beta (TGF-$ )y el antigeno leucocitico humano G5, HLA-

G5 (del inglés, human leukocyte antigen G5), y con la interaccion entre las

células madre y las células inmunolégicas, como las células T y B, macréfagos
y células dendriticas’*. Bajo el efecto estimulatorio del interferén-y (IFN-y), la
enzima IDO metaboliza triptofano del microambiente local a quinurenina. El
triptéfano es un aminoacido esencial para la proliferacién de linfocitos, entre las
gue se encuentran las células Thl productoras de IFN-y. La IDO junto a la
PGE; bloquean la actividad de las células NK (del inglés, natural killer). El HLA-
G5 suprime la proliferacion de células T, NK y la citotoxicidad de las células T y
promueve la regeneracion de células Treg'’> "3,

Recientemente, Nemeth y cols.*”®, sugirieron que las células madre
mesenquimales estimuladas con LPS y TNF-a producen PGE,, la cual
reprograma monocitos y macrofagos para la liberacion de IL-10. Esta, a su vez,
parecia prevenir la migracion de neutrofilos a los tejidos, y, por tanto, el dafio
oxidativo.

Teniendo en cuenta estos hallazgos, se puede especular que las CMN ejercen
potenciales efectos antiinflamatorios e inmunomoduladores a los niveles de las
respuestas innata y adaptativa del hospedero. En la investigacion que se
presenta se evidencia este efecto antinflamatorio por la marcada reduccion del
sangrado gingival, del niumero de las bolsas periodontales y de la movilidad
dentaria, ademas del aspecto clinico de la encia, lo cual se mantiene en el
tiempo y hace logico pensar en la influencia del efecto inmunomodulador

mencionado.
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La pérdida de insercion clinica debida a periodontitis es generalmente
irreversible y refleja la pérdida de insercion histérica mas que el estado
inflamatorio. EI nUmero de sitios con lesiones periodontales representa mejor la
carga de inflamacién e infeccién periodontal”.

La reinsercion periodontal ocurre cuando en una superficie radicular todavia
persiste tejido viable del ligamento periodontal de manera que en la curacion
este tejido es capaz de unirse con las fibras periodontales del lado opuesto de
la herida. Este fendbmeno puede darse durante la curacion de las zonas mas
profundas de la bolsa periodontal. Por el contrario, se habla de nueva insercion
cuando esta reunion de tejidos (epitelial o conectivo) se produce en una zona
de la superficie radicular, previamente afectada por la periodontitis, y sin restos
viables de tejido periodontal™.

Seria l6gico pensar que al desaparecer el proceso inflamatorio y al haber una
regeneracion progresiva de los tejidos periodontales, entonces habra una
notable contribucion a la mejoria del microambiente de los dientes tratados,
desde el punto de vista histolégico y anatdmico, lo que contribuye a disminuir la
movilidad y a mejorar el indice de insercién clinico.

Se conoce que el tratamiento celular puede influir también notablemente sobre
el estado de los ligamento periodontales, por una accién directa sobre ellos y
también posiblemente mediante una estimulo paracrino de sus proteinas,
factores bioactivos liberados sobre las células madre que recientemente se ha
sefialado existen en el ligamento periodontal (células madre del ligamento
periodontal) y en otros tejidos dentarios®’"*%%.

A través de estudios, varios autores concordaron con la informacion de que

después del trasplante en defectos 6seos, ocurre un incremento del nimero de
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células. Esta proliferacién es mantenida con el transcurrir del tiempo formando
una mayor cantidad de hueso alveolar. Si es comparada a la cantidad formada
solo por células de la superficie 6sea, se confirma la hipétesis de que las
células mesenquimales indiferenciadas o pluripotentes, residentes en el
ligamento periodontal, son capaces de diferenciarse en los diversos tipos
celulares que componen el periodonto8+8¢,

Se observa en el estudio presentado una notable mejoria en la formacién 6sea,
aunque mas lentamente que el resto de los pardmetros evaluados. Se ha
sefalado, en la practica reciente de los implantes dentales, donde hay que
reactivar y estimular el hueso y tarda alrededor de 6 meses para lograr su
correcta implantacion. La evolucion observada tras el implante de CMN se
comporta mas o menos de un forma similar, y pudiera ser una opcion
terapéutica regenerativa del hueso preimplante dental. Esta tltima accion se ha
planteado que puede combinarse con la implantacion del fragmento Oseo
infiltrado o recubierto con células madre lo que equivaldria a lo que hoy es
conocido como ingenieria de tejido in situ'®” 1%,

A la fecha, muchos estudios han mostrado la efectividad de las células madre
en reparacion 6sea en modelos animales y humanos, donde estas son
obtenidas de médula 6sea, movilizadas a sangre periférica, o reproducidas en
el laboratorio, y llevadas al sitio del defecto, donde se logra el relleno 6seo®
189—191-

Es posible visualizar las CMN como almacenes portadores, en su conjunto, de
un coctel de citoquinas y algunos factores de crecimiento, como factor de

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), TGF-B, IGF, etc. Estos ultimos, no

solo promueven la regeneracién 0Osea, sino que pudieran contribuir a la
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diferenciacion de células pluripotentes. Por otro lado, se reporta que estos
factores de crecimiento se comportan como agentes mitogénicos en
osteoblastos y estimula la migracién de células progenitoras mesenquimales. A
pesar de esto, la eficacia de la regeneracién 6sea no esta clara, en particular
porque no hay reportes de evidencias de la presencia de la proteinas
morfogenéticas éseas (BMP), entre los factores de crecimiento, incluso en el
plasma rico en plaquetas™®®.

Los mediadores proinflamatorios, como el TNF-a, la IL-1 y la IL-17, inician la
destruccion del tejido periodontal a través de la generacion de las MMPs y la
activacion de mecanismos de resorcion 0sea regidos por la interaccion RANKL-
RANK, lo cual termina en la diferenciacién y activacién de los osteoclastos®®.
Contrariamente, la IL-10, interleuquina antiinflamatoria producida por los tejidos
periodontales, induce la produccion de un grupo de proteinas enddgenas
llamadas inhibidor de metaloproteasas (TIMPs), capaz de inhibir casi cada
miembro de la familia de las MMPs de una forma no especifica. Ademas, la IL-
10, estimula la produccion de la OPG, la cual inhibe potentemente la resorcion
0sea mediante el impedimento de la union RANKL-RANK vy, por tanto, la
apoptosis osteoclastica®.

Parece ser que las sefiales de cese de la resorcion 6sea estan relacionadas,
como en las funciones inmunomoduladoras de las células madre
mesenquimales, con la liberacion de mediadores quimicos y la interaccion
entre las células madre y las células inmunolégicas. En los trabajos publicados
por Nemeth y cols.™ y Spaggiari y cols.*®®, se observé que la PGE, estimula la
produccion de IL-10 por los macréfagos y bloguea la diferenciacion de

3

monocitos a células dendriticas. Ghannam y cols.'”®, declaran que los
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contactos entre las células madre mesenquimales y las células T activadas
induce la produccion de IL-10.

En la presente investigacion se emplearon dos grupos de pacientes
aleatorizados y controlados, similares respecto a la composicion y alteraciones
presentes. Este hecho contribuye positivamente al impacto de las diferencias
obtenidas.

El factor estimulante de colonias de granulocitos (FEC-G) es un factor de
crecimiento hematopoyético producido por el organismo en cantidades muy
pequefias que regula la formacion de los neutrofilos. La produccion de FEC-G
recombinante ha permitido disponer de las cantidades necesarias para tratar a
los pacientes con neutropenia, ya sea adquirida o congénita®*.

Desde hace siete afios en el Hospital Provincial Universitario Dr. Gustavo
Aldereguia Lima, de la provincia de Cienfuegos, Cuba, se utiliza el ior®-
LeukoCIM, un FEC-G recombinante producido por el Centro de Inmunologia
Molecular de Ciudad de La Habana, Cuba. Este medicamento se administra en
forma ambulatoria bajo el control del médico y la enfermera de la familia bajo la
premisa del conocimiento, a este nivel de atencién de salud, de las posibles
reacciones adversas provocadas por este farmaco; entre ellos: dolor 6seo,
fiebre, hiperuricemia, leucocitosis, neutrofilia, aumento de los niveles de la
enzima lactato deshidrogenasa, trombocitopenia, cefalea, nauseas e
hipotension®®.

Pérez y cols.'®, destacan como reacciones adversas al FEC-G mas comunes:

el dolor 6seo y articular y la cefalea. En la mayoria de los casos evaluados por

este grupo, la intensidad de las reacciones se evalué como ligera
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Otros autores reportan que en los pacientes tratados con el FEC-G no se
detectaron alteraciones en la fisiologia y en el estado de salud de los pacientes;
ni signos de toxicidad y los efectos secundarios mas frecuentes fueron dolores
6seos y cefalea, hecho coincidente con la presente investigacion®* 7,

El procedimiento empleado para la obtencién de las CMN autélogas de periferia
es simple, no doloroso, poco traumatico y sin molestias significativas para el
paciente'* 198,

En otros estudios comunicados en la literatura para el tratamiento de las
periodontitis se han empleado procedimientos mas traumaticos y dolorosos
como es la obtencion de células madre de la médula 6sea de la cresta iliaca
paciente'?’ 1%,

Desde el punto de vista economico, por el hecho de que las técnicas
odontologicas y hematologicas utilizadas se caracterizan por su cotidianidad y
sencillez en la practica médica diaria y por la utilizacion de materiales de
produccion nacional, el procedimiento empleado no es costoso. Esto permite la
extension de este proceder a otras instituciones del pais que no cuentan con
los recursos necesarios para la aplicacion de métodos mas complejos vy
costosos como la seleccion de tipos especificos de células madre y su
CU|tiVOl45' 198, 199-

Si se definiera la eficacia como la relacion entre la cantidad de pacientes con
mejorias en el tratamiento y la cantidad de pacientes sin mejorias, de acuerdo a
los resultados obtenidos, se puede plantear que el procedimiento empleado es
muy eficaz.

Por la similitud de los resultados obtenidos con la mayoria de los reportes de la

utilizacion de las células madre en el tratamiento de la enfermedad periodontal,
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se puede plantear que las células mononucleares obtenidas en sangre
periférica, después de movilizacién de células madre de la médula ésea, aun
sin fraccionar, son una fuente confiable para la terapia celular. Esto se basa en
gue en el concentrado de CMN obtenido, existe un conjunto de células madre
de distintos tipos que cuando se administran en conjunto representan un
verdadero cOctel celular, que puede contribuir a que se establezca una
colaboracion més integral entre las células administradas para favorecer una
regeneracion mas completa de los tejidos.

A causa del numero limitado de estudios similares actualmente disponibles, no
se puede realizar una amplia comparacion con los resultados obtenidos por
otros autores. Referente a la técnica desarrollada en la investigacion, no se

encontré otro reporte en la literatura.
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CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

Con el desarrollo del conocimiento aportado y los resultados obtenidos en la

investigacion, se le dio repuesta al problema cientifico en correspondencia con

los objetivos propuestos y se corroboro la hipétesis al demostrar que:

* El contenido de células mononucleares aut6logas en el concentrado celular
utilizado para el implante fue alto.

* Elimplante de células mononucleares autologas es eficaz en el tratamiento
de los pacientes con periodontitis, la mayoria de los mismos obtuvieron un
resultado completo que alcanz6 en el tiempo al total de los pacientes
tratados.

* Con el implante de células mononucleares, en la periodontitis crénica se
obtiene mejoria de los parametros clinicos y radiograficos, con evidencias
de nueva formacion 0sea.

* Los efectos secundarios mas frecuentes al empleo de FEC-G como agente
movilizador de células madre a la sangre periférica, son: dolores 6seos y
cefalea y no se produjeron signos de toxicidad.

* El proceder de implantacion no presenta complicaciones.
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RECOMENDACIONES



RECOMENDACIONES

Realizar estudios con un mayor nimero de pacientes que permitan
corroborar la eficacia de los resultados obtenidos en esta investigacion.

Iniciar investigaciones con la incorporacion de estas células en
procederes de ingenieria de tejidos utilizando como soportes celulares a
andamios biodegradables que contribuyan a la aceleracion de la
regeneracion Osea, que permitan optimizar la respuesta clinica y
permitan crear las bases para su aplicacion como paso previo a los

implantes dentales.
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ANEXOS
Anexo 1. Recolecion de los datos
Utilizacion de células mononucleares autélogas en el tratamiento de la
periodontitis crénica
Planilla de recoleccion de datos:

No. De orden

No. de Historia Clinica Edad ~ Sexo
Grupo estudio Grupo control
EVALUACION:

DERECHA IZQUIERDA

Dientes afectados.

Sangrado al sondeo

Bolsa periodontal

Movilidad dentaria

Pérdida de insercion

Pérdida de insercion

Movilidad dentaria

Bolsa periodontal

Sangrado al sondeo

Dientes afectados

SENALAR CON “x”

NUumero de dientes afectados




Puntos de sangrado al sondeo
Numero de bolsas periodontales
Numero de dientes con movilidad
Medidas de pérdida de insercion: Se colocara la pérdida en el espacio
sefialado en cada defecto.
a) <1,5mm b)1,5a 1,9 mm c)2,0a2,9 mm
d 3a4,9mm €)5 mmo mas
Evaluacion radiografica:
Se tomara dos defectos por paciente, los mas graves y se hara la evaluacion

radiografica segun clasificacion de 1, 2, 3 0 4.

Fecha:




Anexo 2. Documento de Consentimiento Informado

Consentimiento para la inclusion en el proyecto de investigacion:
Autotrasplante de células mononucleares autélogas en pacientes con
periodontitis crénica

El que suscribe:

hago constar que por este medio doy mi autorizacion para la inclusién en este
ensayo clinico después de haber recibido una explicacion detallada
suministrada por la Dra. Amparo Pérez Borrego sobre las caracteristicas y
posibilidades de este tratamiento en el tipo de enfermedad que padezco.

Con respecto a la periodontitis créonica se me sefalé que es la segunda causa
de mortalidad dentaria, que produce dafio en los tejidos de proteccion del
diente y pérdida de los tejidos de insercibn y como consecuencia puede
provocar la pérdida del mismo.

Con respecto a la periodontitis créonica se me sefalé que es la segunda causa
de mortalidad dentaria, que produce dafio en los tejidos de proteccion del
diente y pérdida de los tejidos de insercibn y como consecuencia puede
provocar la pérdida del mismo.

Se me ha explicado que en los ultimos afios se han desarrollado algunos tipos
de tratamiento que aun se mantienen en fase experimental para mejorar la
calidad de los tejidos periodontales afectados. Entre estas nuevas terapéuticas
incorporadas estad el autotrasplante de células mononucleares de periferia,
movilizadas de la médula désea del propio enfermo con la finalidad de aportar
factores y células que puedan mejorar la calidad de los tejidos que protegen y
soportan al diente. Este ultimo es el tipo de tratamiento que se me ha planteado

y que pudiera evitarme la pérdida dentaria.



Se me ha informado que en el Instituto de Hematologia e Inmunologia existe
experiencia en la obtencion de las células de la médula G6sea en sangre
periférica sin que se hayan comunicado manifestaciones secundarias en las
personas donantes. Ademas se me ha sefalado que el estudio tiene dos
grupos: en uno se recibiran células de la médula 6sea concentradas en sangre
periférica y en el otro el tratamiento habitual. La inclusiobn en uno u otro grupo
sera realizada al azar. Posteriormente las células obtenidas seran inyectadas
en los diferentes sitios afectados después de realizada los procedimientos de
raspado y alisado y/o quirdrgicos convencionales bajo anestesia de la region y
gue se efectuara en el salon de operaciones del departamento de Cirugia
Maxilo Facial y la extraccion de la muestra en el Banco de Sangre del IHI.
Tengo conocimiento ademas que el acto quirdrgico pudiera ser extenso y que
esto puede limitar, durante varios dias, la masticacion y la comunicacion.
Tengo conocimiento que este es un tipo de tratamiento muy prometedor para la
enfermedad que padezco de acuerdo a las investigaciones y estudios clinicos
realizados en otros paises

También se me ha informado que la inclusion en este estudio es totalmente
voluntaria y que puedo retirarme de la investigacion cuando asi lo estime
conveniente sin que esto traiga consigo ninguna reaccion negativa contra mi
persona en ese momento, ni tampoco en el futuro.

Y para que asi conste y por mi libre voluntad firmo el presente documento en

presencia de: , que actia como

testigo de lo antes sefialado.

La Habana de del 20

Firma de la paciente Firma del testigo



Anexo 3. Tablas
Tabla 1. Pacientes segun sexo y tratamiento recibido. Servicio de Cirugia

Maxilo Facial del Hospital Docente “William Soler”

Grupo estudio Grupo control Total
Sexo

No. % No. % No. %
Femenino 20 58,8 20 58,8 40 58,8
Masculino 14 41,2 14 41,2 28 41,2
Total 34 100,0 34 100,0 68 100,0
p=0,8072

Tabla 2. Parametros hematolégicos antes de la autodonacion.

Parametro Media Mediana Rango

Hemoglobina (Hb) g/ L 135,09 131,5 115 - 150
Hematocrito (Hto) 40,17 39,5 33 - 50
Leucocitos x 109/L 6,9 6,75 46 - 12,8
Plagquetas x 109/L 257,02 257 151 - 398

Células mononucleares % 38,7 38 25 - 54




Tabla 3. Concentrados celulares en el grupo tratado con células

mononucleares autélogas

Parametro Media DE Rango
Volumen (ml) 8,98 7,3 4 - 33
)C(:iggenido total de leucocitos 331,65 1173 50 - 536
Células mononucleares % 30,14 14,4 8 - 80
Total de células 99,5 121 15 — 161

mononucleares x 10°




Tabla 4. Variables estudiadas en ambos grupos antes de aplicados los tratamientos

IC 95 % para la

. . Desviacion Diferencia de , .
Preimplante Grupo n Media estandar medias dn‘erenqla de p
medias

Edad (afios) Grupo estudio 34 42,91 6,93

Grupo control 34 42,08 7,48 0,83 -2,67,4,32 0,08
Dientes Grupo estudio 34 13,18 3,86 1,03 -0,53;2,59 0,29
afectados Grupo control 34 12,15 2,45
Sangrado al Grupo estudio 34 12,88 1,47 0,09 -0,59; 0,77 0,793
sondeo Grupo control 34 12,79 1,34
Bolsas Grupo estudio 34 18,09 3,90 0,59 -1,07; 2,25 0,068
periodontales Grupo control 34 17,50 2,88
Movilidad Grupo estudio 34 415 1.79 0,15 -0,66; 0,95 0,231
dentaria ’ ’

Grupo control 34 4,00 1,54
Pérdida de Grupo estudio 34 2,38 0,52 0,12 -0,26; 0,49 0,371
insercion Grupo control 34 2,26 0,75
Evaluacion Grupo estudio 34 1,15 0,26 0,02 0,19;0,14 0,738
radiografica Grupo control 34 1,17 0,23




Tabla 5. Variables estudiadas en los diferentes momentos del estudio en el grupo de

estudio antes y después del implante

) Antes del 6 meses 12 24 30
Variables tratamiento meses meses meses P
X + DE X+DE v DE X+DE X+DE

Dientes 13,18+ 3,86 2,21+ 2,21 + 2,06 + 1,97 + 0,000*
afectados 0,54 0,59 0,42 0,39

Sangrado al 1288+1,47 1,12+ 0,91 0,82 + 0,76 + 0,000*
sondeo 0,77 +0,83 0,76 0,70

Bolsas 18,09+3,90 3,70 + 3,18 + 1,88 + 1,68 + 0,000*
periodontales 1,09 0,87 0,54 0,53

Movilidad 415+1,79 1,00 + 0,94 + 0,82 + 0,76 * 0,000*
dentaria 0,85 0,78 0,67 0,74

Pérdida de 2,38 +0,82 1,41 + 1,18 + 1,01 + 0,98 + 0,000*
insercion 0,82 0,82 0,88 0,70

Evaluacion 1,15+ 0,26 3,91 + 4,00 + 4,00 + 4,00 + 0,000~
radiografica 0,29 0,00 0,00 0,00

*Comparaciones estadisticamente significativas al nivel de significacion de p < 0,05



Tabla 5A Variables estudiadas en los diferentes momentos del estudio en el grupo

de estudio antes y después del implante

6 6 12 12 24

:::t% Antes Antes Antes E;j; —2 o3 o2 o3 &3
Variables —12 —24 30 4 0 4 0 0
mese mes
S meses meses meses es mes mes mes mes mes

es es es es es

Dientes 0,00 0,000* 0,000* 0,000* 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 1,00
afectado o* 3* o* o* 8 0 0
S

Sangrad 0,00 0,000* 0,000+ 0,000+ 0,39 0,16 0,66 0,56 0,72 0,36
o al o* 0 0 0 0 0 0
sondeo

Bolsas 0,00 0,000* o0,000* 0,000+ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
periodont  0O* o* o* o* 5* o* 0
ales

Movilida 0,00 0,000 0,000 0,000~ 0,94 0,95 0,30 0,73 0,38 0,10
d o* 0 0 0 0 0 0
dentaria

Pérdida 0,00 0,000* 0,000* 0,000* 056 0,38 0,56 0,38 0,56 0,31
de o* 0 0 0 0 0 0
insercion

Evaluaci 0,00 0,000* 0,000* 0,000+ 0,15 0,08 0,08 0,31 0,31 1,00
on 0* 0 0 0 0 0 0
radiografi

ca

*Comparaciones estadisticamente significativas al nivel de significacion de p < 0,005

aplicando la prueba a posteriori de Bonferroni



Tabla 6. Variables estudiadas en los diferentes momentos del estudio en el grupo de

control antes y después del tratamiento

Antes del 12 24 30
_ g 6 meses
Variables tratamiento meses meses meses p
X + DE X+DE v DE X+DE X+DE

Dientes 12,15+2,45 2,68 + 2,71+ 2,85+ 2,94 + 0,000*
afectados 0,68 0,97 0,70 0,60

Sangrado al 12,79 +1,34 1,71+ 1,79 + 2,35 + 2,24 + 0,000*
sondeo 0,46 0,64 0,69 0,55

Bolsas 17,50+2,88 3,76 + 3,56 + 3,06 + 253+ 0,000*
periodontales 0,78 1,05 1,28 0,96

Movilidad 400+154 1,18 + 1,12 + 0,94 + 1,06 + 0,001~
dentaria 0,46 0,41 0,24 0,24

Pérdida de 2,26 +0,75 2,26 + 1,59 + 1,48 + 1,36 + 0,850
insercion 0,75 0,71 0,82 0,70

Evaluacion 1,17+ 0,23 2,08 + 2,07 + 2,06+ 2,06 + 0,000~
radiografica 0,33 0,24 0,34 0,06

*Comparaciones estadisticamente significativas al nivel de significacion de p < 0,05



Tabla 6A. Variables estudiadas en los diferentes momentos del estudio en el grupo

de control antes y después del tratamiento

6 6
e TS Antes anes anes 57 o2 oa V% TR o
S mese mes mes mes mes
meses meses meses mes mes
S es es es es es es

Dientes 0,000 0,000* 0,000* 0,000~ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,13
afectado * o* o* o* o* o* 0
S

Sangrad 0,000 0,000* 0,000* 0,000* 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
o al * 0* 0* 0* o* o* 6
sondeo

Bolsas 0,000 0,000* 0,000* 0,000* 0,11 0,03 0,00 0,00 0,00 0,03
periodon *
tales

Movilida 0,000 0,000* 0,000* 0,003* 0,04 0,97 0,79 0,03 0,01 0,52
d *
dentaria

Pérdida 0,000 0,000* 0,000* 0,000+ 0,00 0,00 0,00 0,15 0,28 0,31
*

de 0* 0* 0* 0 0 0
insercion

Evaluaci

on 0,000 N N , 099 099 0,99 099 0,99 0,99
radiograf 20007 10,0007 0,000 "4 g Tgn g0 9 g
ica

* Comparaciones estadisticamente significativas al nivel de significacion de p < 0,005

aplicando la prueba a posteriori de Bonferroni



Tabla 7. Dientes afectados en los diferentes momentos del estudio segun el tipo de

tratamiento recibido

IC 95 %
Dientes Desviacion Diferencia  para la
Grupo n Media . de diferencia p
afectados estandar .
medias de
medias
Pretratamiento Grupo 34 13,18 3,86 1,03 -0,53; 0,29
estudio 2,59
Grupo 12,15 2,45
control 34
6 meses Grupo 34 2,21 0,54 -0,47 -0,77; 0,06
estudio 0,17
Grupo 2,68 0,68
control 34
12 meses Grupo 2,21 0,59 -0,50 -0,88; - 0,009*
) 34
estudio 0,11
Grupo 2,71 0,97
control 34
24 meses Grupo 34 2,06 0,42 -0,79 -1,07;- 0,006*
estudio 0,51
Grupo 2,85 070
control 34
30 meses Grupo 34 1,97 0,39 -0,97 -1,21;- 0,031*
estudio 0,73
Grupo 2,94 0,60

control 34




Tabla 8. Puntos de sangrado al sondeo en los diferentes momentos del estudio

segun el tipo de tratamiento recibido

IC 95 %
L : : para la
Sangrado al Grupo n  Media DeS\{lauon leerenpla diferencia 0
sondeo estandar de medias de
medias
Pretratamiento Grupo 34 12,88 1,47
estudio i
Grupo 12,79 1,34 009 o59,0,77 0793
control 34
6 meses Grupo 1,12 0,77
. 34
estudio -0.89--
- ! ! *
Grupo 171 046 0.59 028 0014
control 34
12 meses Grupo 0,91 0,83
. 34
estudio 124~
Grupo 1,79 0,64 0,88 0,522 0,152
control 34
24 meses Grupo 0,82 0,76
- 34
estudio -1.88--
Grupo 2,35 0,69 -1,53 1,17 0,947
control 34
30 meses Grupo 0,76 0,70
34
estudio 1.77:-
-0,57 N 0,109
Grupo 2,24 0,55 1,16

control 34




Tabla 9. Bolsas periodontales en los diferentes momentos del estudio segun el tipo

de tratamiento recibido

IC 95 %
Solsas Desviacion Diferencia parala
: Grupo n Media . de diferencia p
Periodontales estandar -
medias de
medias
Pretratamiento Grupo 34 18,09 3,90
estudio -
0,59 . 0,068
Grupo 17.50 2 88 1,07;2,25
control 34
6 meses Grupo 34 3,70 1,09
estudio -
Grupo 006 52,030 0129
3,76 0,78
control 34
12 meses Grupp 34 3,18 0,87
estudio -
Grupo 038 g850,08 06%°
3,56 1,05
control 34
24 meses Grupo 34 188 0,54
estudio -1,65:-
Grupo 118 o70 0
control 34 306 1.28
30 meses GrUIO_O 34 168 0,53
estudio -1,23:-
-0,85 - 0,006*
Grupo 047
34 2,53 0,96

control




Tabla 10. Dientes con movilidad dentaria en los diferentes momentos del estudio

segun el tipo de tratamiento recibido

IC 95 %
Movilidad Gruoo  n Media Desviacion  Diferencia parala
dentaria P estandar de medias diferencia P
de medias
Pretratamiento Grup_o 34 415 1,79
estudio
Grupo 0,15 -0,66;0,95 0,231
control 34 4,00 154
6 meses Grup_o 34 1,00 0.85
estudio
-0,18 -0,50;0,15 0,005*
Grupo
control 34 1,18 0,46
12 meses Grup_o 34 094 078
estudio
-0,18 -0,48;0,12 0.001*
Grupo
control 34 1,12 0,41
24 meses Grupp 34 082 0.67
estudio
-0,12 -0,36;0,12 0,000*
Grupo
control 34 0,94 0,24
30 meses Grupp 34 076 0.74
estudio
-0,3 -0,56;-0,03 0,000*
Grupo
34 1,06 0,24

control




Tabla 11. Nivel de pérdida de insercién periodontal en los diferentes momentos del

estudio segun el tipo de tratamiento recibido

Pérdida de Desviacion Diferencia Ipc):a?aSIZ)
insercion Grupo  n Media estandar de_ diferencia P
medias .
de medias
Pretratamiento Grupo 34 2,38 0,82 0,12 -0,26;0,49 0,5311
estudio
Grupo 2,26 0,75
control 34
6 meses Grupo 34 1,41 0,82 -0,85 -1,23;-0,47 0,000*
estudio
Grupo 2,26 0,75
control 34
12 meses Grupo 34 1,18 0,82 -0,41 -0,40;0,39 0,031*
estudio
Grupo 1,59 0,71
control 34
24 meses Grupo 34 1,01 0,88 -0,47 -0,58;0,23 0,0259*
estudio
Grupo 1,48 0,82
control 34
30 meses Grupo 34 0,98 0,70 -0,38 0,041;0,719 0,0286*
estudio
Grupo 1,36 0,70
34

control




Tabla 12. Evaluacionn radiogréfica en los diferentes momentos del estudio segun el

tipo de tratamiento recibido

IC 95 %
Evolucion Desviacion Diferencia  para la
x g Grupo n Media . de diferencia p
radiogréafica estandar .
medias de
medias
Pretratamiento Grupo 34 1,15 0,26 -0,02 - 0,738
estudio 0,09;0,14
Grupo 1,17 0,23
control 34
6 meses Grupo 34 3,91 0,29 1,79 1,64;1,94 0,432
estudio
Grupo 2,12 0,33
control 34
12 meses Grupo 34 4,00 0,00 1,94 1,85;2,02 0,003*
estudio
Grupo 2,06 0,24
control 34
24 meses Grupo 34 4,00 0,00 1,94 1,82;2,05 0,002*
estudio
Grupo 2,06 0,34
control 34
30 meses Grupo 34 4,00 0,00 1,94 1,82;2,05 0,002*
estudio
Grupo 2,06 0,34
34

control




Tabla 13. Grado de respuesta en ambos grupos a los 6 meses

o Grupo estudio Grupo control Total

Mejoria

No. % No. % No %
Completa 27 79,41 18 52,94 45 66,18
Parcial 6 17,65 8 23,53 14 20,59
No Mejoria 1 2,94 8 23,53 9 13,23
Total 34 100,00 34 100,00 68 100,00
p =0,04

Tabla 14. Grado de respuesta en ambos grupos a los 24 meses

o Grupo estudio Grupo control Total
Mejoria
No. % No. % No. %
Completa 34 100,00 11 32,35 45 66,17
Parcial 16 47,05 16 23,52
No mejoria 7 20,58 7 10,29
Total 34 100,00 34 100,00 68 100,00

p =0,03



Tabla 15. Reacciones adversa del uso del Factor Estimulador de Colonias de

Granulocitos

. . Dolor
Reacciones Ausenciade Dolor Leve (1- Moderado (5- Total
adversas Dolor (0) 4) 8)
No. % No. % No. % No. %
Dolor

) 23 67,64 8 23,52 3 8,82 34 100
osteoarticular

Cefalea 25 73,52 7 20,58 2 5,88 34 100




Anexo 4. Figuras
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Figura 4. Pacientes segun sexo y tratamiento recibido. Servicio de Cirugia Maxilo

Facial del Hospital Docente “William Soler”
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Figura 5.-Variables estudiadas en ambos grupos antes de aplicados los tratamientos.

Fuente: Tabla 4
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Figura 6. Dientes afectados en los diferentes momentos del estudio segun el tipo de

tratamiento recibido

Fuente: Tabla 7.
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Figura 7. Puntos de sangrado al sondeo en los diferentes momentos del estudio
segun el tipo de tratamiento recibido

Fuente: Tabla 8.
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Figura 8. Evolucion de las bolsas periodontales segun el tipo de tratamiento
recibido

Fuente: Tabla 9.
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Figura 9. Dientes con movilidad dentaria segun el tipo de tratamiento recibido

Fuente: Tabla 10.



Pérdida de insercion periodontal
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Figura 10. Pérdida de insercidon periodontal segun el tipo de tratamiento recibido

Fuente: Tabla 11.



Evaluacion radiogréfica
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Figura 11. Evaluacion radiogréafica segun el tipo de tratamiento recibido

Fuente: Tabla 12.



Figura 13. Paciente masculino de 40 afios de edad que padece periodontitis
cronica. A y B: antes del tratamiento con células mononucleares
autdlogas. C, D y E: cinco afios posteriores a la implantacion.

Noétese como recupera y mantiene la salud periodontal.



Figura 13. Radiografias izquierdos. A: antes del tratamiento. B: 2 afios
posterior a la evolutivas de bicuspides y molares inferiores implantacion.
Notese organizacion del trabeculado, formacion de cortical 0sea y zona

radiopaca compatible con formacion de nuevo hueso.
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Trabajos presentados en eventos cientificos

Fecha Eventos Titulo del trabajo
Utilizaciéon de células
2008 [Il Simposio de Medicina madre en los defectos
Regenerativa “Habana 2008” 0seos de la periodontitis
juvenil.
Utilizaciéon de células
2008 Jornada 108 Aniversario de la madre en los defectos
Facultad de Estomatologia 0seos de la periodontitis
juvenil.
) _ _ Utilizacion de células
Hematolog_la 20009. 11 Sl_m_posm madre en los defectos
Interna_monal de Medl_glna 6seos de la periodontitis
2009 Regenerativa. Presentacion oral. juvenil.
Palacio de las Convenciones 21 .
de mayo 2009 Informe de un afio de
trabajo
Jornada 109Aniversario de la Utilizacion de células
2009 . madre en los defectos
Facultad de Estomatologia . : "
0seos de la periodontitis
Jornada Internacional de Utilizacion de células
2010 Atencion Pediatrica “William madre en los defectos
Soler” 0seos de la periodontitis
Utilizacion de células
madre en los defectos
Noviembre Congreso de Estomatologia 0seos de la periodontitis
2010 2010 juvenil.
Informe de dos afios de
trabajo
Utilizacién de células
. Jornada de Periodontologia é?:ggzgﬂoseﬂggicﬁgﬁs
Diciembre Orlando Segui in memoriam - 1a pe
2010 juvenil.
2010 Informe de dos anos de
trabajo
Tercer aniversario de la
aplicacién de la terapia
Enero 2011  Jornada por el Dia de la Ciencia  celular en periodontologia.

Resultados a mediano y
largo plazo.



VI Jornada Cientifica

2011
CeNaEst
Jornada Provincial de
2011 Periodoncia
2012 Jornada-Taller Nacional de
“Atencion Pediatrica”
Noglglrgbre Jornada Nacional de Periodoncia

Experiencias con el uso
terapéutico de células
madre adultas.

Aplicacion de la Medicina
Regenerativa en
Periodoncia

Medicina regenerativa y
Células Madre. Su
aplicacion en Periodoncia

Experiencias del
tratamiento con células
madre como alternativa

terapéutica en pacientes
con periodontitis

Cursos de postgrado impartidos

Fecha Titulo Lugar Nivel

2010 Experlenc!as con el uso terapéutico de La Habana Provincial
células madre adultas

2011 Experlenqlas con el uso terapéutico de Pinar del Rio Provincial
células madre adultas.

2011 Experlenqlas con el uso terapéutico de Cienfuegos Provincial
células madre adultas.

2012 Experlenqlas con el uso terapéutico de Santa Clara Nacional
células madre adultas.

2012 Experlenqlas con el uso terapéutico de Holguin Provincial
células madre adultas.

2012 Experlenqlas con el uso terapéutico de Sancti Spiritus  Provincial
células madre adultas.

2012 Expenenqas con el uso terapéutico de Bayamo Provincial
células madre adultas.

2013 Experiencias con el uso terapéutico de Camaguey Provincia

células madre adultas.







