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RESUMEN

Las CMMh de pulpa dental decidua son utilizadas en terapias regenerativas por su
capacidad de autorrenovacién, regeneracion, diferenciacién, inmunomodulacion,
promocion del angiogénesis y regeneracion de tejidos dafiados. Este estudio de enfoque
cuantitativo, experimental- aplicativo, prospectivo, longitudinal y analitico, con objetivo
de aislar, cultivar y caracterizar CMMh de pulpa dental decidua. Los parametros
evaluados fueron: cinética de crecimiento durante 8 pases: forma y adhesion al plastico
valorada mediante microscopia, presencia de marcadores especifico positivos CD90,
CD73. CD105 y negativos, CD34, CD45, HLA-DR mediante citometria de flujo.
Capacidad diferenciadora realizada a través de ensayos de diferenciacién hacia adipocito
y osteocito. Los resultados obtenidos mostraron que ha sido posible aislar y cultivar
CMMh de pulpa dental durante 8 pases, presentando forma fibroblastica caracteristica de
CMMh. Encontrando que los cultivos presentan, senescencia replicativa, a partir del pase
6 acrecentandose en los pases; 7 y 8. La cinética de crecimiento, recuento de células
viables mostré que las CMMh cultivadas presentaron tiempos de duplicacion (entre 51 a
64 h adecuados para este tipo de cultivos) en los pases 2,3,4,5. En los pases 6, 7 y 8 estos
tiempos de duplicacion se alargan (hasta 131 y 154 h). El crecimiento de linea celular
muestra un doblaje poblacional acumulativo, medido en 8 pases, presentando capacidad
de diferenciacion y expresion de genes. Concluyendo que las SHED se pueden aislar,
cultivar y caracterizar in vitro, las SHED demostraron un patrén de proliferacion,

caracteristicas inmunofenotipica y capacidad de diferenciacion.

Palabras clave: Células madre mesenquimales, aislar, cultivar, caracterizar, pulpa
dental decidua.
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ABSTRACT

Deciduous dental pulp hMSC are used in regenerative therapies for their capacity for self-
renewal, regeneration, differentiation, immunomodulation, promotion of angiogenesis,
and regeneration of damaged tissues. This study has a quantitative, experimental-
applicational, prospective, longitudinal and analytical approach, with the objective of
isolating, cultivating and characterizing hMSC from deciduous dental pulp. The
parameters evaluated were: growth kinetics during 8 passages: shape and adhesion to the
plastic was assessed by microscopy, presence of positive specific markers CD90, CD73,
CD105 and negative, CD34, CD45, HLA-D by flow cytometry. Differentiating capacity
carried out through differentiation tests towards adipocytes and osteocytes. The results
obtained showed that it has been possible to isolate and culture hMSC from dental pulp
for 8 passages, presenting a characteristic fibroblastic form of hMSC. Finding that the
cultures present, replicative senescence, from pass 6 increasing in the passes; 7 and 8.
The growth kinetics, viable cell count showed that cultured hMSC presented doubling
times, (between 51 and 64 hours, suitable for this type of culture), in passages 2,3,4,5. In
passages 6, 7 and 8 these doubling times are lengthened (up to 131 to 154 h). The growth
of the cell line shows a cumulative population doubling, measured in 8 passages, showing
differentiation capacity and gene expression. Concluding that SHEDs can be isolated,
cultured and characterized in vitro, SHEDs demonstrated a proliferation pattern,
immunophenotypic characteristics and differentiation capacity.

Keywords: Mesenchymal stem cells, isolate, cultivate, characterize, deciduous dental

pulp.
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I: INTRODUCCION

Las células madre son células no diferenciadas con capacidad de formar otras células que
forman tejidos con funciones especializadas, es decir, poseen alto potencial de
diferenciacion y capacidad de autorrenovacién (Hosseini et al., 2018); dentro de los tipos
segun su origen (figura 1) tenemos las embrionarias que provienen de embriones en etapas
tempranas especialmente en la etapa de blastocisto. Son células pluripotentes debido a
que tienen potestad de fraccionarse en méas células madre o transformarse en cualesquiera
otras células del cuerpo; gracias a esta capacidad estas células son utilizadas para renovar

o restaurar tejidos u 6rganos dafiados, lesionados o disfuncionales. (NIH, 2016).

Existen ademas las adultas que son encontradas en tegumentos maduros en bajas
cantidades y lo encontramos en la médula dsea, tejido adiposo, cavidad oral, cordon
umbilical, placenta, etc. Poseen baja capacidad para generar células del cuerpo, dentro de
ellas tenemos: Células madre de cadena germinal y células madre somaticas como
hematopoyéticas, mesenquimales, epiteliales. (NIH, 2016). De acuerdo a su potencial de
diferenciacion: Se clasifican en: Células totipotentes, pluripotentes, multipotentes,
unipotentes (Anitua et al., 2018) y (Ji et al., 2020)

Células Madre

l

| g —1]

En organismos
completos

Somaticas
L A —

3 tipos >
> ®  embrionarios

& Ly » un solo tipo
celular

ey
4 ’*g‘
| % Y

’Oi"'hi
g

| y
g™

—

Fig. 1. Tipos de células madre de acuerdo a su origen y potencialidad. Imagen elaborada en la aplicacion
BioRender (biorender.com).
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Las células madre mesenguimales humanas (CMMh), son células adultas multipotentes
del estroma no hematopoyéticas que tienen capacidad de dividirse y generar dos células
hijas idénticas cuando son cultivadas en condiciones 6ptimas y tienen la capacidad de
diferenciarse en diversos tipos celulares cuando son cultivadas en condiciones que
promuevan dicha diferenciacion. Estas células pueden aislarse a partir de diferentes
tejidos, sangre periférica, médula dsea, tejido adiposo, tejido neonatal, pulpa dental, piel,
fluidos humanos, etc. (Hosseini et al., 2018) utilizando protocolos de derivacion
especificos. (Figura 2).

Tienen ademas la competencia de “Homing” o anidamiento es decir emigran y se hacinan
en zonas del cuerpo con lesiones en la cual hay mayor aglutinacion de quimioquinas

debido a que tienen receptores para esto. (Hosseini et al., 2018)

I Fuentes de obtencion de células madre

meseanImaIes
médula ésea tejido Musculo tejido pulpa piel
adiposo neonatal dental

W8 N p i
l |

| l l l J

Células Madre Estromales
Mesenquimales

Regeneracion de huesos y cartilagos

« Tratamiento de enfermedades hepéticas (hepatitis, higado graso)
« Tratamiento de enfermedades renales (agudas y crénicas)

« Tratamiento de enfermedades cardiovasculares

Fig. 2. Fuentes de Obtencion de Células Madre Mesenquimales y algunas Aplicaciones Terapéuticas. 1)
Médula ésea 2) Tejido adiposo 3) Musculo 4) Tejido Neonatal 5) Pulpa dental 6) Piel 7) Algunas
aplicaciones. Imagen elaborada en la aplicacion BioRender (biorender.com).

Especificamente a partir de tejidos dentales se pueden aislar varios tipos de células madre
adultas (figura 3), dos de las cuales son las células madre de pulpa dental (DPSC) y las
celulas madre de diente deciduo exfoliado humano (SHED) (Shi et al., y, Sui et al., 2020).
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Tipos de MSC dentales segun los diferentes sitios de aislamiento

N X "N

snily

Fig. 3: Tipos de Células madre mesenquimales orales (MSC) seguln los diferentes sitios de aislamiento.
Figura adaptada a partir de (Shi et al., 2020) Imagen elaborada en la aplicacion BioRender
(biorender.com).

Desde el punto de vista de sus caracteristicas bioldgicas las DPSC y las SHED presentan
los tres criterios minimos para ser consideradas MSC propuestos por la Sociedad
Internacional para terapia celular (Doiminici M, et al 2006), es decir estas células son
capaces de adherirse al plastico de las placas de cultivo; expresan CD73, CD90, CD105,
mientras que no expresa CD34, CD45, y HLA-DR. o0 no expresa marcadores de
membrana (figura 4) ademas presentan la capacidad de diferenciarse hacia osteocito,
adipocito y condrocito (Malekfar et al., 2016). Recientemente se han descrito que tanto
las DPSC, como las SHED, ademas de diferenciarse a los tipos celulares de origen
mesodermal (dentina, hueso, ligamento periodontal, osteoblastos, condrocitos
adipocitos), también pueden diferenciarse a tipos celulares de origen ectodérmico
(melanocitos, células gliales) y hacia tipos celulares de origen endodérmico como

hepatocitos, células beta pancreaticas (Shi et. al. 2020, Potdar et al., 2015).

Adicionalmente, ademas de esta amplia multipotencia, las DPSC y SHED tienen
capacidad de autorrenovarse después de una division simeétrica (Kawase et al., 2020).
Otra caracteristica bioldgica relevante de las células DPSC y SHED, es su capacidad
inmumoduladora, de promocién del angiogénesis, de regeneracion de tejidos dafiados,
etc. (Zeiltin & Shi et al., 2020; Karakaya & Ulusoy. 2018). Todas estas caracteristicas

19



indican de su enorme potencial en la ingenieria tisular en odontologia, principalmente en
la regeneracion, renovacion y restauracion de tejidos perdidos (Karakaya & Ulusoy,
2021; Anitua et al., 2018; Lambrichts et al., 2016).

Caracterizacion de Células Madre Mesenquimales

| '
osteocito  Condrocito  Adipocit

-

Fig. 4: Caracterizacion de Células Madre Mesenquimales Humanas de acuerdo con la Sociedad
Internacional de Terapia Celular (ISCT). 1) Adhesion al plastico 2) Manifestacion de marcadores de
linaje 3) Diferenciacion a osteocito, condrocito, adipocito. Imagen elaborada en la aplicacién
BioRender (biorender.com).

Anitua et al., (2018) afirma que existen factores que alteran la multiplicidad caracteristica

de la CMMh tales como: densidad de la siembra, entorno fisico - quimico, area del

sustrato; ademés también el uso de medio suplementados con SFB que por su naturaleza
de origen animal y su posible transmisidn de patdgenos y endotoxinas zoonéticas (Guiotto

et al., 2020) puede también ser un factor condicionante a reacciones inmunolégicas y

contaminacion biologica (Fuoco et al., 2020).

Con respecto a la competencia de diferenciacion segun Anitua et al., (2018) determina
que la dexametasona, suplemento con acido L-ascorbico y fosfato de B-glicerol son los
inductores de la osteogénesis y es la tincion Alizarin Red S la que confirma dicha
acumulacion de calcio después de la induccion y en cuanto a la diferenciacion a adipocito

afirma que la insulina, la dexametasona, 3 -isobutil — metilxantina (IBMX) e
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indometacina son los inductores de la diferenciacion después de iniciada la induccion; lo

cual se confirma con la tincion de color rojo gracias al tinte Oil Red .

Un aspecto relevante para esta tesis, son los protocolos de aislamiento y cultivo de las
DPSC y SHED. En principio, esté bien establecido que los explantes de origen son de
tejidos sanos, con los cuales segln estudios anteriores se obtuvo una eficiencia del 100%
a partir de dientes permanentes y del 75 % a partir de dientes deciduales, con la diferencia
que en la aparicion de células los cultivos de dientes permanentes demoran mas que las
celulas de dientes deciduos (Naz et al., 2019).

Las celulas obtenidas tienen las caracteristicas descritas arriba. Cuando se utilizaron
dientes con caries dental moderada, y severa, o tejido de pacientes que presentan pulpitis
las células obtenidas expresan marcadores proinflamatorios tales como IL-6, proteina
quimioatrayente de monocitos (MCP) receptor tipo toll 1 (TLR1) y TLR8; TLR2, TLR3
y TLR6 (Tsali, et al. 2017).

Existen diversos estudios cientificos que demuestran que actualmente las células madre
mesenquimales derivadas de pulpa dental de dientes deciduos son utilizadas con éxito en
tratamientos regenerativos, terapéuticos de diversas enfermedades tales como: El cancer,
autismo, degeneracion neural, reemplazo de drganos e incluso a la adiccion y otras
enfermedades que pueden ser sistémicas, dentales etc. Debido a su inmensurable
potencial en regeneracion de tejidos ya que provee de una elevada capacidad de
diferenciacion tanto en condrocitos, adipocitos, osteocitos (Zeiltin, 2020), (Malekfar et
al., 2016).

El primer medicamento a base de células madre mesenquimales (MSC) el Alofisel
(Darvadstrocel) para el tratamiento de la enfermedad de Crohn fue aprobada su
comercializacién en marzo del 2018 por la comision europea, lo cual genera el inicio de
las terapias celulares y la ingenieria tisular siendo una alternativa con gran capacidad
esperanzadora para la renovacion de tejidos perdidos (Anitua et al. 2018), por tanto,
diversos estudios se han realizado a base de este método autélogo bioldgico que son de

facil recoleccion (Kawase et al. 2020).

El presente estudio fue de enfoque cuantitativo, de nivel experimental-aplicativo,
prospectivo, longitudinal y analitico, que se realizd con el objetivo de aislar, cultivar y
caracterizar células madre mesenguimales de pulpa dental de dientes deciduos (SHED);

que para lograr el objetivo se definid la poblacion con nifios entre 6 a 13 afios de edad
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como donantes y el tipo de diente a utilizar, en este caso fueron dientes deciduos sanos
previo consentimiento informado de su tutor y/o padres, determinando como muestreo el
caracter no probabilistico ya que este fue deliberado o por juicio, ya que la seleccion de
la muestra fue mediante un diagndstico clinico exhaustivo; luego, para determinar la
existencia de CMMh derivadas de pulpa dental de dientes deciduos se llevo acabo el
cultivo de sus células en medio DMEM suplementado con 10% de SFB a partir de un
explante. (Tsai et al., 2017) y (Ferreyra et al., 2018) por ser un método mas sencillo y
facil de realizar. En ese sentido, para este estudio se utilizaron dientes deciduos
provenientes de nifios que no presentan ninguna enfermedad odontoldgica, se optimizd
un protocolo de obtencion de explante, extraccion, cultivo, caracterizacion y
almacenamiento de células SHED. Por tal razon se plantea la siguiente pregunta de
investigacion: ¢Se podran aislar, cultivar y caracterizar las células madre mesenquimales

derivadas de pulpa dental de dientes deciduos?
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Il: MATERIAL Y METODOS

1. Materiales

e Micropipetas e Puntas desechables

e Frascos de cultivo e Placas de plastico para explantes
e Cuchareta de dentina estéril e Pinzas

e Frascos de muestras estériles e Mango de bisturi N° 3
e Lima endodontica N°40 e Hoja de bisturi N° 15
e Tubos de plastico 1.5ml, 15ml, 50ml e Tubos de vidrio

e Tubos de centrifuga e Eppendorf

e Lidocaina con epinefrina al 2% e Papel toalla

e Agujas cortas N31g/xs e Tips de micropipeta

e Clorhexidina al 0.12% ¢ Hipoclorito de Na

e Yodopovidona e Etanol al 70%

e Guantes, gasas estériles, bata e Suero fisiologico

2. Material bioldgico:
Pulpa dental humana de diente deciduo sin inflamacion
Materiales de laboratorio:
Reactivos:

Medio DMEM + Glutamax™

SFB: Suero Fetal Bovino

DPBS: Solucion Salina fosfatada o solucion Buffer

Tripsina (10X)

DMSO: Factor de crecimiento Dimetil Sulfoxido

Anticuerpos antihumanos monoclonales: anti CD-73/PE, anti CD9O0/FICT, anti
CD105/PE, anti CD34/PE, anti CD45/FITC, anti HLA-DR/FITC
Azul de Tripan

Isocianato de fluoroceina (FITC)

Ficoeritrina (PE)

Solucidn salina (suero fisiologico o cloruro de sodio)
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Estreptomicina, Penicilina, Terbinafina

Oxido Nitrico (NO)

Medios de diferenciacion

Tinciones (Oild Red, Alizarin Red S, Alciam Blue)

Equipos
e Microscopio invertido e Incubadora de CO2
e Cabina de flujo laminar e Refrigerador de -20°C vy, -
o Citometro de flujo 80°C
e Tanque de nitrégeno e Centrifuga
e Computador e Congelador -80°C
e Céamara de neubauer e Contometro
e Recipientes de congelacion
Mr. Frosty
Métodos

Una vez seleccionado los 12 donantes de los dientes deciduos sanos de nifios entre 6 a 13
afios de edad, en la clinica dental de la Facultad de Ciencias de la Salud, Escuela de
Estomatologia, Universidad Nacional Toribio rodriguez de Mendoza de Amazonas
(UNTRM), previo consentimiento informado (CI) y aprobacion del proyecto de Tesis y
consentimiento informado por el Comité de Etica de dicha institucion; se extrajeron en
condiciones de asepsia y antisepsia, los cuales fueron colocados en suero fisioldgico en
un envase estéril herméticamente cerrado y luego transportados al laboratorio del
Instituto de Enfermedades Tropicales (IET) de dicha institucion donde luego se colocaron
en fosfato de Dulbecco, siendo una solucion salina tamponada (DPBS; Gibco Invitrogen,
Carlsbad, CA) que posee 400 ul de penicilina y 400 ul de estreptomicina (Gibco) +
antifngico + suero fisioldgico y se mantuvo en frio a menos 4°C (todo con maxima
esterilidad en cabina de flujo laminar) mientras se prepara el medio de cultivo y el DPBS
(solucion de lavado) para su extraccion de la pulpa dental decidua y su posterior
aislamiento y cultivo celular. Todos los procedimientos se realizaron en dicho laboratorio

de Bioseguridad 2.

Linea de células madre mesenquimales humanas (CMMh) utilizada:
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Pulpa dental de dientes deciduos de donantes nifios sanos de 6 a 13 afios de edad siguiendo
los lineamientos para el trabajo de CMMh de Espafia (Anexo 1.2). La linea de CMMh de
pulpa dental decidua dMSC fue separada y estabilizada en medio de cultivo Eagle
Modificado de Dulbeco (DMEM) suplementado con 10% de SFB mas antibidticos, mas
terbinafina hasta el pase 4 (32 dias) Todo procedimiento se realiz6 en el Instituto de
Enfermedades Tropicales que es un Laboratorio de Bioseguridad 2 controladas con
profesionales competentes. Desde el pase 7 la linea fijada se utiliz6 para procesar los
experimentos especificados en esta tesis siguiendo el siguiente disefio experimental del

proyecto; (figura. 5)

1 Diseno Experimental del Proyecto 6
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Fig. 5: Resumen gréafico del disefio experimental del proyecto. Imagen elaborada en la aplicacion
BioRender (biorender.com).

Aislamiento de células madre mesenquimales de pulpa dental de diente deciduo

Se higienizaron los dientes en solucion de lavado estéril (DPBS a 1x + antibidticos y
antiflngico) por 3 veces; luego, se extrajo la pulpa dental con cucharita de dentina o lima
endoddntica N°40 esteril, posteriormente, se realizaron 3 lavados a la pulpa dental con
DPBS, seguidamente se secciond la pulpa dental con hoja de bisturi N° 15 y mango N°
3, mas tarde, se coloco en placa Petri de plastico, se esper6 por 30min. Luego se procedio

al cultivo celular (figura. 6)

Cultivo de Células Madres Mesenquimales (CMM) con medio DMEM+SFB
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Se colocd 3ml de medio de cultivo que contiene medio de base DMEN + Glutamax™
(sigma) suplementado con 10% de SFB (sigma), 400 ul de penicilina y estreptomicina
400 ul (Gibco) + 7.3 ul de Terbinafina en una placa de plastico para explante de 25cm?
(Corning) Consecutivamente se coloc6 en la incubadora de C02 al 5.0% a temperatura de
37°C después se cambi6 de medio de cultivo cada 3 dias evaluando diariamente por el
microscopio invertido “amscope” microscopio digital con camara “MU 2003 — BI” para
verificar la formacion de colonias y adherencia al plastico. Con lo cual se observé la
progresion o formacion de colonias celulares logrando alcanzar una confluencia de 80%
y procediendo luego a realizar el primer pasaje o sub cultivo celular; logrando realizar
hasta 4 pasajes; luego se procedid a crio preservar las células; obteniendo 25 crioviales
con un millon de células por criovial para el banco de células y manteniendo en

congelacion a una temperatura de menos 80°C.

Posteriormente se continud con el procedimiento de descongelamiento de células y sub

cultivo celular de un criovial logrando duplicar las células hasta el pasaje 8.

aislamiento y cultivo de células madre de pulpa dental decidua

N
cultivo
l slamientc
diente decidu = —— MEM T o=
exfc 1o Lo [ A
y —— g " 4

crioviales -80

subcultivo l‘_m'l\] ﬂ‘ s

Fig. 6. Resumen gréfico del aislamiento y cultivo de CMMh derivado de pulpa de diente deciduo. Imagen
elaborada en la aplicacién BioRender (biorender.com)

Subcultivo de Células Madres Mesenquimales

Posteriormente se realizo el primer pasaje o sub cultivo en frascos de cultivo T25 (25cm?)
(Corning) hasta que alcancen la confluencia de 80 a 100% total. Se elimino el medio de
cultivo por aspiracion luego se lavaron 2 veces con PBS sin calcio ni magnesio (DPBS,
Thermo) y luego tratado con 0.25 % de tripsina (25200; Gibco) a 37°C con 2.5ml de
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TrypLE(10X) a 1X o Tripsina al 0,05%, precalentado a 37°C luego se incub6 5 minutos
en incubadora de CO? a 37°C.

Con la ayuda del microscopio digital invertido “amscope” con cdmara “MU 2003 — BI”
se observaron que las células estén levantadas o sueltas posteriormente se agrego6 2.5ml
de medio de cultivo DMEM + Glutamax ™ suplementado con 10% de SFB y esta
suspension celular fue transferida a un tubo de ensayo de poliestireno de fondo redondo
(352054, falcon, BD Labware, Flanklin Lakes, NJ9). La suspensién fue centrifugada a
1000 rpm durante 5min. El sobrenadante fue descartado. El sedimento celular se
resuspendio en 1ml del medio de cultivo que se esta utilizando (DMEN + Glutamax ™ +

SFB al 10% + antibidticos + antifangico).
Evaluacion de la viabilidad y concentracion celular de CMMh

La morfologia celular se evalué por observacion a través del microscopio invertido
“amscope” microscopio digital con cdmara “MU 2003 — BI” considerando la forma
fibroblastica fusiforme, que estén adheridas al plastico cuyas evidencias fueron

fotografiadas en objetivos de 10x, 20x y 40x antes de realizar los subcultivos.

Las células aisladas se separaron una alicuota de 20 pl de la suspension celular obtenida,
se colocd en un tubo de 1.5ml 180ul de Azul de Tripan al 0,4% posteriormente se
homogenizo con el vortex luego se cargo la camara de Neubauer con 10ul de la mezcla 'y
se realizo el conteo del nimero de células viables y no viables considerando como célula
viable a la célula sin tefiir, mientras que las tefiidas de azul como no viables o muertas.
Después se calcul6 el porcentaje de viabilidad y segun el método de conteo en la camara

de Neubauer la concentracion celular usando la siguiente formula.

celulas ) celulas vivas contadas

| lcelular ( =
el

- superf.cont. (mm?) - profundidad camara (mm) - dilucién

Evaluacion de cinética de crecimiento, evaluacion de forma, calculo del tiempo de

duplicacion (Td) y doblaje acumulativo poblacional (CPD)

Luego del conteo celular con la ayuda de un hemocitdmetro se procedi6 a realizar el
calculo del tiempo de duplicacién (Td) y la duplicacion acumulativa de la poblacién

(CPD) en cada pase mediante las siguientes formulas:
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d= tiempo - log (2)
" Log([ ] final) — Log([ ] inicial)

Log(l ] final) — Log(| | inicial)

Crp = log(2)

La media mas la desviacion estandar de los valores obtenidos en los 8 pases fueron

utilizadas para construir gréaficas de cinética: Numero de pase vs Td o CPD.
Caracterizacion e inmunofenotipo de CMM mediante citometria de flujo

Para la caracterizacion de la SHED o CMM se ha considerado los tres criterios minimos

propuestos por la Sociedad Internacional para terapia celular (Doiminici et al., 2006)

Adhesion al plastico de las placas de cultivo; genes mas expresados, CD73, CD90, CD105
y menos expresados, CD34, CD45 and HLA-DR. y capacidad de diferenciarse hacia
osteocito, adipocito y condrocito (Malekfar et al., 2016).

Para el andlisis de expresion de genes positivos y negativos se utilizo la citometria de
flujo usando los anticuerpos adquiridos de BD los cuales estan asociados a isocianato de
fluoroceina (FITC) y ficoeritrina (PE): anti- CD 73/PE, anti - CD90/FITC, anti -
CD105/PE, anti - CD34/PE, anti- CD45 / FITC y anti-HLA-DR/FITC, como controles de
isotipo que son reactivos fluorescentes, anticuerpos conjugados, colorantes fluorescentes
y proteinas de expresion. (McKinnon. 2018 y 2019), mientras que para el analisis de

resultados se utilizo el software de libre acceso FLOW-JO.

La citometria de flujo es una tecnologia de andlisis para identificar de forma cuantitativa
y cualitativa diferentes grupos de células humanas y animales de forma simultanea, del
mismo modo permite identificar las proteinas que estas expresan mientras son
transportadas en un fluido e incidadas por un haz de luz; ademas mide la granularidad y
el tamafio de la célula asi como su fluorescencia; estas caracteristicas se determinan
gracias al sistema optico unido a un sistema electronico el cual graba la forma en que la
célula dispersa el haz de luz y emite fluorescencia.. Los laseres de la fuente de luz
producen luces dispersas y fluorescentes que emite sefiales; las cuales son captadas por
los detectores (fotodiodos o tubos multiplicadores) las cuales se convierten en sefiales
electronicas y son analizadas por una computadora y grabadas en un formato o archivo

estandar (fcs). Las luces dispersas van en 2 direcciones: una hacia adelante o FSC que
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estd a 90° e indica el tamafio relativo de la celda y la otra SSC que mide la complejidad
o granularidad de la celda. (McKinnon. 2018 y 2019)

Los marcadores de membrana, CD73, CD90, CD105, CD34, CD 45, HLA-DR para
CMMh fueron evaluados en el pase 7 y 9 los cuales se resuspendieron en 100 ul de buffer
filtrado en medio DMEM + Glutamax™ suplementado con un 10% de SFB en donde

corresponden como minimo a 10 000 conteos.

Las células con 80 % de confluencia recuperadas en cada pasaje se resuspendieron en
1ml de medio DMEM + Glutamax™ suplementado con un 10% de SFB; luego de la
evaluacion de viabilidad y concentracion celular se separaron 2 alicuotas, cada una con
10 000 células (A1, A2) en tubos de 1.5ml. Se centrifug6 a 1000 rpm x 10min, se
elimind el sobrenadante y se resuspendio, en 100 ul de buffer filtrado, se agreg6 10ul
de MSC Phenotyping Cocktail en la alicuota 1 y 10ul de Isotipo Control Cocktail en la
alicuota 2; se mezclé bien e incubd por 10min en oscuridad en la refrigeradora a -4°C,
luego se lavo las células agregando 1 a 2ml de buffer, se centrifugd a 1000 rpm x 10min,
se elimino el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 50ul de buffer en tubos de 1.5
ml, se mantuvo en frio hasta su procesamiento realizado por citometria de flujo.

Los datos de caracterizacion inmunofenotipica fueron procesados en la universidad de
Pablo de Olvide de Sevilla adquiridos por el citometro de flujo de marca “ImageStream
Mark-I1I” mediante el programa BD CellQuest™ con apoyo de una plantilla donde los
datos de seleccion de poblacidn por SSC y SFC estaban ya predeterminados. La poblacion
y el umbral en el histograma fueron definidos por los controles de isotipo, dejando un 0.2
de células positivas. Luego, se precipitaron las muestras marcadas con anticuerpos en
donde el programa calculé automaticamente el nimero de células positivas. Para el
anélisis, ordenamiento y exposicion de datos finales se utilizé el programa Flowing
Sofwarw version 2.5 (Turbo Bioscience) FLOW-JO de libre acceso. Los resultados en
todos los casos se representaron como la media méas la desviacion estandar de 2

experimentos individuales (p - valte < 0,005).
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Tridiferenciacion de CMMh

Este proceso se realiz6 descongelando un criovial del pasaje 4 con un conteo de viabilidad
celular de 1 millon de células de las cuales se realizé un subcultivo (P°) y se sembro en
placas T25, las cuales se realiz6 cambio de medio de cultivo (DMEM +SFB al 10% +
Penicilina + estreptomicina + terbinafina) agregando también 19ul de ON para potenciar
la viabilidad y duplicacién celular; luego de lograr un 100 % de confluencia se realizd
conteo de viabilidad y concentracion celular obteniendo una concentracion de células de
1200 células/ ul y luego se realiz6 un sub cultivo (P®) en frasco T75, realizando cambio
de medio de cultivo cada 3 dias y agregando diariamente 19ul de ON para potencializar
la viabilidad y duplicacion celular Tapia, L. (2013) luego de 8 a 10 dias se realizé el
conteo de concentracién y la viabilidad celular logrando una concentracion de 738,000
células/cm?; los cuales fueron sembradas en 2 placas diferentes de 6 pocillos; sembrando
a una densidad de 5 000 células por ul logrando sembrar 48 000 células por pocillo de
9.6cm? de superficie cada una para lograr la induccion de diferenciacion a osteocito,
adipocito, ya que se contaba con los medios para este proceso y no realizando la
diferenciacion de condrocito por no contar con el medio de diferenciacion para este
proceso. La siembra se realizo en 2 placas; para el cual se tuvo que realizar cambio de
medio de cultivo de induccion cada 4 dias por 2 veces y en el dia 8 se agregd medio
especificos indicadores de la diferenciacion a cada cultivo celular segun el linaje celular
registrando en fotos obtenidas por el microscopio invertido para la evidencia del proceso.
(figura. 7)
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Fig. 7. Resumen Gréfico del disefio experimental de Tridiferenciacién de las CMMh derivadas de pulpa de

diente deciduo. Imagen elaborada en la aplicacién BioRender (biorender.com).

Analisis estadistico

Se utilizd el software IBM SPSS para Windows, version 28 (SPSS Inc., Chicago, IlI.,
USA). Por los resultados obtenidos de conteo de viabilidad y concentracion celular,
caracterizacion e inmunofenotipado de CMMh mediante hemocitometro y citometria de

flujo. p-valie < 0,05 vy T- student de una cola.
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I11: RESULTADOS

Aislamiento de CMMh de Pulp dental decidua

Una vez obtenidos los 12 dientes deciduos se logro aislar la pulpa dental decidua. (Figura.
8)

Aislamiento de pulpa dental de diente deciduo

Diente deciduo Extraccién de la pupa dental

Fig. 8. Aislamiento de Pulp dental de diente deciduo: Se observa que si se puede aislar pulpa dental de

diente deciduo. Imagen elaborada en la aplicacion BioRender (biorender.com).

Cultivo celular y Subcultivo

Una vez iniciado los cultivos de los explantes se estuvo observando a través del
microscopio invertido “amscope” con camara digital “MU 2003 — BI” para evaluar
adherencia al plastico, morfologia fobroblastoide en donde a los 3 dias se observa
presencia de polimorfonucleares en poca cantidad (células migrantes no fibroblasticas) y
se realiza cambio de medio de cultivo a cada placa; se observa algunas células de forma
fibroblésticas, adheridas al plastico (un foco) caracteristicas de las CMMh. Encontrando
que los cultivos presentan, senescencia replicativa, a partir del pasaje 6 acrecentandose

en los pasajes 7y 8.

Evaluacion de la formay cinética de crecimiento de las CMMh

32



Las células cultivadas en medio DMEM suplementadas con 10% de SFB durante los 8
pases seguidos (64 dias, cada 8 dias), presentaron una forma fibroblastica caracteristica
de las CMMh, En torno a la cinética de crecimiento, el recuento de células viables mostro
que las CMMh cultivadas presentaron tiempos de duplicacién (entre 51 a 64 horas
tiempos adecuados para este tipo de cultivos) , en los pases 2,3,4,5. En los pases 6, 7 y 8
estos tiempos de duplicacion se alargan (hasta 131 a 154 horas) (figura. A). Lo cual

determina que a lo largo de los pases aumenta progresivamente el tiempo de duplicacion.

Ademas, la expansion de la linea celular en medio DMEM +10% de SFB muestra un
doblaje poblacional acumulativo (CPD), medido entre los 8 pases (p-value <0,05). T-

student, p < 0,005 estadisticamente significativa. (figura. B)
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Observacion de células SHED en el cultivo primario

Primer foco de células madre Células madre mesenquimales
mesenquimales

12 dias

Fig. 9. Observacion en el microscopio invertido de CMMh derivado de pulpa dental de diente deciduo. Se observan forma fibroblastica y adheridas al plastico. Las
figuras son propias de los cultivos primarios. Ampliacion de 4x y 10x. Imagen elaborada en la aplicacion BioRender (biorender.com)
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Observacion de la Morfologia de las SHED en cada Sub Cultivo

P1 P2 P3 P4 PS5 P6 P7 P8

Medio DMEM +1 0% SFB

Fig. 10. Forma a través de los 8 pasajes de CMMh cultivadas con medio DMEM +10% de SFB. Se observan forma fibrobléstica y adheridas al plastico. Las imagenes
son propias de los 8 pasajes. Ampliacion de 4x, 10x,20x. Imagen elaborada en la aplicacion BioRender (biorender.com)
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Fig. 11. Evaluacion de la cinética de crecimiento de las CMMh cultivadas en medio DMEM + 10% de SFB.
A: Tiempo de duplicacién (Td) a través de los 8 pases. B. Duplicacién acumulativa de la poblacion
(CPD) a traves de los 8 pases, Los datos de A y B son la media més la desviacion de los 8 pases o
sub cultivos. Imagen elaborada en la aplicacién BioRender (biorender.com). T-student p < 0,05.
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Caracterizacion inmunofenotipica de CMM mediante citometria de flujo

Las CMMh derivadas de pulpa dental de dientes deciduos fueron analizadas mediante
citometria de flujo determinando expresion de genes positivos al CD 73, CD 105, CD y
marcadores negativos al CD 45, CD 34 y HLA-DR evaluados en el pase 7 y 9 los cuales
se resuspendieron en 100 ul de buffer filtrado en medio DMEM + Glutamax™
suplementado con un 10% de SFB en donde corresponden como minimo a 10 000

conteos. (Fig. 12) y Tabla 1.

Poblacion en % de expresion de genes

120.00%
100.00%
80.00%
60.00%
40.00%
20.00% I
0.00% S -
CD/3-PE CD105-PE  CD9O-FITC  CD45-FITC C034-PE  HLA-DR-HTC
mF7 mP9

Tabla 1. Poblacion en % de expresion de genes positivos y negativos de las CMMh o SHED.: Imagen
elaborada en la aplicacién BioRender (biorender.com). T-student p < 0,05
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Fig. 12. Caracteristicas fenotipicas de las CMMh cultivas en medio DMEM +10% de SFB. Citometria de flujo en los pases 7 y 9 de los marcadores positivos de membrana
CD 73, CD 90, CD 105 y marcadores de membrana negativos CD 45, CD 34 y HLA-DR El eje Y simboliza el porcentaje de células marcadas. Los resultados
equivalen a la media mas la desviacién estandar de al menos dos experimentos individuales. Imagen elaborada en la aplicacion BioRender (biorender.co
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valuacién de la Competencia de Diferenciacion de la CMMh derivado de pulpa

dental de diente deciduo

Al culminar los pases 7 y 8 las CMMh de pulpa dental de diente deciduo fueron
sembradas en medios de diferenciacién y posteriormente examinadas utilizando la tincién
Alizarin Red S, Oil Red como marcadores de linaje de osteocito y adipocito
respectivamente en donde dichas células las cuales fueron capaces de diferenciarse a los
linajes de osteocito y adipocito logrando demostrar los acimulos de calcio y vesiculas de

grasa o lipidos respectivamente. Fig. (13y 1

Resultados de Tridiferenciacion

Osteocito
Osteogénesis Alizarin Red (1%) Osteogénesis Alizarin Red (1%)
10x 20x
Medio de Diferenciacion . . .
StemPro Osteogénesis . ;
- -
1 .‘a“ )
-
Medio Control
DMEM + 10% SFB

Fig. 13. Competencia de diferenciacién a osteocito de las CMMh sembradas en medio de diferenciacion y
medio control (DMEM +10% de SFB). Se observa de rojo la acumulacién de calcio gracias a la
tincién Alizarin Red S al 1%. Las imagenes estan en aumento 10x y 20X y son representativas de 1
experimento individual. Imagen elaborada en la aplicacién BioRender (biorender.com).
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Resultados de Tridiferenciacion

adipocito
Adipogénesis Adipogénesis
OIL RED 10X OIL RED 20X
[ . y
5y
Medio de Diferenciacién
StemPro Adipogénesis . )
\ .
S
e
Medio Control
DMEM + 10% SFB

Fig. 14. Competencia de diferenciacion a adipocito de las CMMh sembradas en medio de diferenciacion y
medio control (DMEM +10% de SFB). Se observa vesiculas de grasa de color rojo gracias a la
tinciéon Oil Red al 1%. Las imagenes estan en aumento 10x y 20x y son representativas de 2
experimento individuales. Imagen elaborada en la aplicacion BioRender (biorender.com).

Los resultados obtenidos han mostrado que ha sido posible aislar y cultivar CMMh de
pulpa dental decidua durante 8 pases, presentando una forma fibroblastica caracteristica
de las CMMh. Se encontr6 que los cultivos presentan senescencia replicativa a partir del
pase 6 y se acrecientan en los pases 7 y 8. La cinética de crecimiento, recuento de células
viables mostré que las CMMh cultivadas presentaron tiempos de duplicacion (entre 51 a
64 h que son adecuados para este tipo de cultivos) en los pases 2,3,4,5. En los pases 6, 7
y 8 estos tiempos de duplicacion se alargan (hasta 131y 154 h). El crecimiento de la linea
celular muestra un doblaje poblacional acumulativo, medido en 8 pases, presentando

capacidad de diferenciacion y expresion de genes.
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IV: DISCUSION

Los resultados obtenidos han mostrado que ha sido posible aislar y cultivar CMMh
de pulpa dental decidua durante 8 pases presentando forma fibroblastica; similar
resultado con el estudio realizado por (Werle et al., 2016) y (Zainuri et al., 2018)
quien demostré que se puede aislar CMMh de pulpa dental de dientes deciduos sanos
y careados con un 80%de proliferacion mientras que (Tsai et al., 2017) mostro que
la pulpa dental de dientes deciduos sanos y con caries leve 0 moderada sin pulpitis
ceden MSC con éxito y los dientes con caries amplias 0 con pulpitis tienen mayor
tiempo de duplicacién y expresan mayor proliferacion de citocinas proinflamatorias
((IL-6 y MCP-1) e innata respuesta inmune. Resultado similar en el estudio de (Naz
et al., 2019- 2022) quien evidencié que las CMMh de dientes deciduos proliferan
mas rapido que CMMh de dientes permanentes y tienen ademas la forma

fibroblastica.

En cuanto a la cinética de crecimiento, recuento de células viables este estudio mostro
que las CMMh cultivadas presentaron tiempos de duplicacion (entre 51 a 64 h
adecuados para este tipo de cultivos) en los pases 2,3,4,5. En los pases 6, 7 y 8 estos
tiempos de duplicacion se alargan (hasta 131 y 154 h). El crecimiento de linea celular
muestra un doblaje poblacional acumulativo, medido en 8 pases. Por su parte (Naz
et al., 2019- 2022) evidencio que células criopreservadas de DPSC tienen mayor
viabilidad que los SHED.

En este estudio se demostré que los SHED presentaron expresion de genes y
capacidad de diferenciacion similares resultados con respecto a los estudios de
(Zainuri et al y Alcal, M. 2018), (Naz et al., 2022).

En este estudio se encontrd senescencia replicativa a partir del pase 6, acrecentandose
en los pases 7 y 8 por lo cual Anitua et al.,(2018) afirma que existen factores que
alteran la multiplicidad caracteristica de la CMMh tales como: densidad de la
siembra, entorno fisico - quimico, area del sustrato; ademas también el uso de medio
suplementados con SFB que por su naturaleza de origen animal y su posible
transmision de patdgenos y endotoxinas zoonoticas (Guiotto et al., 2020) por lo tanto

puede ser un factor condicionante a reacciones inmunoldgicas y contaminacién
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bioldgica (Fuoco et al., 2020). Es posible que en este estudio la senescencia

replicativa haya sido producto de algunos de estos factores condicionantes.

Segun Anitua et al., (2018) determina que la dexametasona, suplemento con acido L-
ascorbico y fosfato de B-glicerol son los inductores de la osteogénesis y es la tincion
Alizarin Red S la que confirma dicha acumulacion de calcio después de la induccion
y en cuanto a la diferenciacién a adipocito afirma que la insulina, la dexametasona,
3 -isobutil — metilxantina (IBMX) e indometacina son los inductores de la
diferenciacion después de iniciada la induccion; lo cual se confirma con la tincion de
color rojo gracias al tinte Oil Red en este estudio la diferenciacion a condrocito no
fue posible por falta del medio de diferenciacion en el Laboratorio del IET de

bioseguridad 2 de la UNTRM lugar donde se realiz0 esta tesis.
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V: CONCLUSIONES

1. Las células madre mesenquimales de pulpa dental derivado de dientes deciduos o
SHED se pueden aislar, cultivar y caracterizar in vitro.

2. Las células madre mesenquimales derivado de pulpa dental de dientes deciduos o

SHED demostraron un patrén de proliferacién, caracteristicas inmunofenotipica y
capacidad de diferenciacion.
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VI: RECOMENDACIONES

1. Retomar estudios de aislamiento, cultivo y caracterizaciéon de células madre
mesenquimales derivados de Pulpa dental de dientes deciduos para obtener un banco de

células in vitro de diferentes donantes.

2. Continuar con investigaciones de aislamiento, cultivo y caracterizacion de células madre
mesenquimales derivados de otros 6rganos orales ya que segln estudios anteriores existen
otras fuentes de aislamiento de la cavidad oral que han demostrado su capacidad

proliferativa de células madre mesenquimales.
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VII: ANEXOS
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CONSENTIMIENTO INFORMADO N°1

PROCESO: DERIVACION DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES DE
MUESTRAS HUMANAS

Datos generales

Titulo del Proyecto de Tesis: “Aislamiento, Cultivo y Caracterizacion de Células Madre
Mesenguimales derivado de pulpa dental de dientes deciduos”

Numero de Protocolos Normalizados de Trabajo (PNT) que aplican para éste
procedimiento: PNT-LTC-PG-001-vl, PNT-LTC-PG-002-vl, PNT-LTC-PG-003-v1,
PNT-LTC-PG-004-vl, PNT-LTC-PG-005-vl, PNT-LTC-PG-006-vl, PNT-LTC-PG-
007-vl, PNT-LTC-PG-013-vl, PNT-LTC-PG-014-vl , PNT-LTC-PG-015-vl, PNT-
LTC-RR-002-v1.

Patrocinador/Direccion: Proyecto MULDIPAC, Contrato N° 09-2019-FONDECYT-
BMINC.INV.
Investigador principal: Bach. Gleny Corali Castro Hidalgo.
Teléfono: 948150157
Centros participantes:

» Instituto de Enfermedades Tropicales de la Universidad Nacional Toribio

Rodriguez de Mendoza de Amazonas (IET-UNTRM)
» Laboratorio Grupo PAIDI CTS576 - Universidad Pablo de Olavide de Sevilla.
» Escuela de Estomatologia de la UNTRM
INTRODUCCION

La estudiante de la Facultad de Ciencias de la Salud; Escuela Profesional de
Estomatologia, Gleny Corali Castro Hidalgo como parte de la realizacién de su tesis de
titulo profesional esta ejecutando investigaciones que tienen como objetivo la
estandarizacion de un protocolo que permita aislar, cultivar y caracterizar células madre

mesenquimales derivadas de pulpa dental (DPSC, por sus siglas en ingles Dental Pulp
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Stem Cells) Las células seran obtenidas a partir de fuentes no invasivas (dientes
deciduales), las cuales son una fuente rica de DPSC. Actualmente estas células estan
siendo estudiadas a nivel mundial en el tratamiento de diversas enfermedades,

demostrado un efecto beneficioso.

Esta investigacion no la perjudicara a Ud ni a su nifio/a de ninguna manera pues los tejidos
derivados, luego de un proceso de exfoliacion o rizdlisis de los dientes deciduos (dientes
de leche) son eliminados y/o desechados sin ningin fin establecido. Asimismo, son

fuentes no invasivas. Por tal motivo le solicitamos nos done dicha fuente.

El propdsito de la investigacion tiene como hipotesis 1: Que las células madre
mesenquimales de la pulpa dental decidua se pueden aislar, cultivar y caracterizar. La
investigacion tiene como objetivo general: Aislar, cultivar y caracterizar células madre
mesenquimales de pulpa dental de dientes deciduos y como objetivos especificos: Disefiar
un protocolo de aislamiento de células madre mesenquimales a partir de pulpa dental;
estandarizar el cultivo de células madre mesenquimales a partir de pulpa dental y

caracterizar las células madre mesenquimales derivadas de la pulpa dental.
Antecedentes de la Investigacion.

Las células madre adultas son células multipotentes que tienen capacidad de dividirse y
generar dos células hijas idénticas cuando son cultivadas en condiciones Optimas y
capacidad de diferenciarse en diversos tipos celulares cuando son cultivadas en
condiciones que promuevan dicha diferenciacion. Estas células pueden aislarse a partir
de diferentes tejidos, sangre periférica, y fluidos humanos utilizando protocolos de
derivacion especificos. Especificamente a partir de tejidos dentales se pueden aislar varios
tipos de células madre adultas (figura 1), dos de las cuales son las células madre de pulpa
dental (DPSC, por sus siglas en inglés, Dental Pulp Stem Cells) y las células madre de
diente deciduo exfoliado humano (SHED, por sus siglas en inglés Stem Cells Human
Exfoliated Deciduos) (Shi, X et al 2020; Sui, B et al 2020).
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Celulas Madre de diente deciduo
exfoliado humano (SHED)
Celulas Madre de pulpa dental (DPSCs)

Celulas Madre mesenguimales derivas

2 AMe P 120 nesenqauima derivadas
de tejide gingival (GMSCs) , ICSCRS kbl

de médula dsea (BMSI

N ot

Celulas precurseoras de
foliculo dental (DFPCs)

Figura 1: Clasificacion de las células madre mesenquimales disponibles a partir de tejido

dental humano.
figura adaptada a partir de Shi, X et al, 2020.

Desde el punto de vista de sus caracteristicas biologicas las, DPSC y las SHED presentan
los tres criterios minimos para ser consideradas MSC propuestos por la Sociedad
Internacional para terapia celular (Doiminici et al., 2006) es decir estas células son
capaces de adherirse al plastico de las placas de cultivo; expresan CD73, CD90, CD105,
mientras que no expresa CD34, CD45, y HLA-DR. o no expresa marcadores de
membrana y tienen capacidad de diferenciarse hacia osteocito, adipocito y condrocito
(Malekfar et al. 2016),. Recientemente se han descrito que tanto las DPSC, como las
SHED, ademas de diferenciarse a los tipos celulares de origen mesodermal, también
pueden diferenciarse a tipos celulares de origen ectodérmico (melanocitos, células
gliales) y hacia tipos celulares de origen endodérmico como hepatocitos, células beta
pancredticas (Shi, X et. Al. 2020, Potdar, PD et al 2015). Adicionalmente, ademas de esta
amplia multipotencia, las DPSC y SHED tienen capacidad de autorrenovarse después de
una division simétrica (Kawase et al. (2020), Otra caracteristica bioldgica relevante de
las células DPSC y SHED, es su capacidad inmumoduladora, de promocién de la
angiogeénesis, de regeneracion de tejidos dafados, etc. (Zeiltin, 2020; Shi et al. 2020;
Karakaya | & Ulusoy N, 2018). Todas estas caracteristicas indican que su enorme

potencial en la ingenieria tisular en odontologia, principalmente en la regeneracion y
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renovacion y restauracion de tejidos perdidos (Karakaya | & Ulusoy N, 201; Anitua et al.
2018; Lambrichts et al. 2016)

Un aspecto relevante para esta tesis, es 1o que se refiere a los protocolos de aislamiento y
cultivo de las DPSC y SHED. En principio, esta bien establecido que los explantes de
origen deben ser de tejidos sanos, con los cuales se obtuvo una eficiencia del 100% a
partir de dientes permanentes y del 75 % a partir de dientes deciduales, con la diferencia
que la aparicion de células los cultivos de dientes permanentes demoran mas que las
células de dientes deciduos (Naz, et al. 2019), las células obtenidas tienen las
caracteristicas descritas arriba. Cuando se utilizaron dientes con caries dental moderada,
y severa, 0 tejido de pacientes que presentan pulpitis las células obtenidas expresan
marcadores proinflamatorios tales como IL-6, proteina quimioatrayente de monocitos
(MCP) receptor tipo toll 1 (TLR1) y TLRS; TLR2, TLR3 y TLR6 (Tsali, et al. 2017).

En ese sentido, en esta tesis utilizando dientes deciduos provenientes de nifios, que no
presentan ninguna enfermedad odontoldgica optimizaremos un protocolo de obtencién de

explante, extraccion, cultivo, caracterizacion y almacenamiento de células SHED.

Duracion de la investigacion: 1 afio

Centros y paises en el que se realizara la investigacion:
» Instituto de Enfermedades Tropicales de la Universidad Nacional Toribio
Rodriguez de Mendoza de Amazonas (IET-UNTRM), Chachapoyas, Peru.
» Laboratorio Grupo PAIDI CTS576 - Universidad Pablo de Olavide de Sevilla,

Sevilla, Espania.

Criterios de inclusion:

e Dientes deciduos provenientes de pacientes que no presente enfermedad
odontologica.
e Pacientes que cuenten con consentimiento informado, firmado por su tutor legal.

Criterios de exclusion:

e Dientes deciduos de pacientes que cuenten con alguna enfermedad odontoldgica
e Pacientes que no cuenten con consentimiento informado del tutor o padre de
familia

I.  ¢POR QUE SE ESTA REALIZANDO ESTE ESTUDIO?
El presente estudio, podria producir células para el tratamiento frente a enfermedades

pulpares, entre otras enfermedades. Estamos realizando este estudio para comprobar la
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viabilidad del uso de estas células.

1. ¢POR QUE LE PEDIMOS QUE FORME PARTE DE ESTE ESTUDIO?
Solicitamos nos done los dientes deciduos de su menor hijo ya que es un producto
descartado normalmente y la donacion no generara ningin cambio en la boca del

paciente. Asimismo, los dientes deciduales son fuentes no invasivas.

1. ¢EN QUE CONSISTE EL ESTUDIO Y QUE PRUEBAS LE
REALIZAREMOS SI INGRESA AL ESTUDIO?
1. Después de la firma del consentimiento informado los dientes deciduales o
comunmente llamados dientes de leche seran recogidos inmediatamente comienzan
a moverse en boca. Las intervenciones se realizaran siguiendo los procedimientos de
asepsia.
2. Las fuentes de células madre de pulpa dental seran transportadas de forma estéril
al IET-UNTRM, en donde se seguiran los Procedimientos Normalizados de Trabajo
(PNT) para la obtencion de células para continuar con el trabajo en el laboratorio.
Todos los procedimientos que realizaremos no tendran ninguna repercusion sobre
usted. o su hijo/a.
IV. ¢CUALES SON LOS RIESGOS PARA EL PARTICIPANTE?
La extraccion de los dientes deciduales seran cuando el diente se estd moviendo en boca.
Por lo tanto, NO REPRESENTA NINGUN RIESGO FISICO NI PSICOLOGICO por

participar en este estudio. Ya que son fuentes NO invasivas.
V. ¢COMO SE BENEFICIARA EL PARTICIPANTE?

Segun la Ley General de Donacion y Trasplante de Organos y/o Tejidos Humanos
(N°29471), toda donacién es altruista y por lo cual no tendré& ningun beneficio directo

para usted.

VI. ¢USTED RECIBIRA DINERO POR PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO?
NO

VII. CONFIDENCIALIDAD
Toda la informacion y analisis obtenido de las muestras desde el ingreso al Area de

proceso hasta su preservacion, serd codificada. Adicionalmente, la informacion se
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VIII.

encontrara bajo seguridad en el Instituto de Enfermedades Tropicales, siendo el director

del instituto el Unico que tendra acceso a dicha informacion.

Si nuestros experimentos son correctos podremos obtener una linea que seré usada en la
investigacion, Si nuestros experimentos no resultan las muestras seran desechadas

inmediatamente.

DECLARACION DEL PARTICIPANTE
Su participacion es totalmente VOLUNTARIA, podra elegir SI QUIERE DONAR,
también puede elegir si quiere QUE NO SE USE LA MUESTRA O RESULTADOS EN
EL MOMENTO QUE DESEE.

PARTICIPACION VOLUNTARIA
Usted serd la persona quien decida su participacién, ningin miembro del equipo de
investigacion, ni su médico tratante podra obligarlo o presionarlo para que Ud. participe

en el estudio.

INFORMACION ADICIONAL
Para obtener mayor informacion sobre la investigacion y los resultados obtenidos en este

estudio, Usted podra conversar con los responsables:

Dr. Rafael Tapia Limonchi

Director del Instituto de Enfermedades Tropicales-UNTRM
Telf: 982621431

E-mail: rafael.tapia@untrm.edu.pe

Dr. Elias Alberto Torres Armas
Presidente del Comité de Etica.
Telf. 946570878

E-mail: Elias.Torres@untrm.edu.pe
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Xl. DECLARACION DE CONSENTIMIENTO
Declaracion voluntaria del participante.
El presente estudio me ha sido explicado completamente, asi mismo he tenido la
oportunidad de hacer preguntas, las que han sido respondidas a mi satisfaccion. Por tal
motivo acepto voluntariamente participar en este estudio. Entiendo que puedo negarme
a participar en este estudio o retirarme en cualquier momento si asi lo decido, sin tener
que dar explicaciones y que mi decision sera respetada, sin ningun tipo de sancién y sin
qgue cambie la atencion que se me da en el centro sanitario (posta, centro médico,
hospital, etc).
Si durante el estudio tengo algunas preguntas, puedo comunicarme con los
investigadores cuyos datos aparecen en la parte superior. Si tengo alguna pregunta
acerca de los aspectos éticos del estudio, o si me parece que mis derechos son lastimados
al participar en este estudio, puedo comunicarme con el presidente del Comité de Etica
de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza.

Yo, de afios de edad, luego

de haber leido y entendido el contenido de este documento, SI(  )/NO( ) ACEPTO

participar en este estudio y que la muestra de sea tomada,

utilizada y analizada durante esta investigacion, confirmando mi participacion
mediante la firma de este documento en presencia de la persona quien obtiene el

consentimiento.
Firma del participante:

DNI del participante:

Nombre y Firma del Testigo:

DNI del testigo:

Nombre y Firma del Investigador:
DNI del Investigador:
Fecha: , de del 2021
Huella digital
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MENDOZA DF AMAZONAS Investigacin (CAET)

IW Wu Comité nstitucionsf de Ftico de ko

CARTA N 0013

Chachapoyas, 06 de  julio  del2022

Bach Gleny Corali Castro Hidalge

vestigadora Prancipal

Presense. -

Referencia : Acta del Comité Instimciomal de Erca ea
lnvestigaciin de la Unaversidad Nacional Tonkao
Rodriguez de Mendoza de Amazonas del D107
2022

De mi mayor consideracadn:

Me complace expresar nui saludo y enviar a Ud. la constancia de aprobacion respectiva,
del preyecte de mvestigacida uulado “Aldamiesto, Cultive v Carscterizacikia de
Células Madre Meseaguinales derivade de pulpa destal de dientes deckdun™,

Asl mesmo, s¢ recomicnda 1ener en cuenta durame ¢l proceso de invesngacion, segair bos
kncamicntos contemplados en ¢l reglamento de &ica de investigacida y adjuntar las
evidencias oportunamente: sener en consideraciin los roles de cada miembeo del equipo
de investigacidn v evitar tener problemas de autoria postenoemente.

La fecha de aprobacion sendrd vigencia desde ¢l iniclo de 1a investigacida hasta ¢l
términe de b nvestigachia segin su cronegrams. Los trimises pans su renosacsos
deberdn miciarse por o menos 30 dias previos a sa vencamiento

Sin otro particular, reftero a usted las muesaras de mi especial consideracion.

Alestamente,
AMNIRLIOAD WAL Cout i
—.—..-ﬂ-_nn
v =
./- '] |
et ]
Do BAS A TORRES Ao A

Premndewie

Ck
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CIELN® D015,

El que sescribe, presidente del comité mstisociomal de étice en mvestigacwia de la
Universadad Naciooal Torio Rodriguez de Mendoza de Amazonas, deja constancia que
el proyecto de imvesugecion tnlado “Allamdentes, Cultive y Carscterizackin de
Céulas Madre Mesenquimales derivade de palpa dental de dientes deciduo™, ha sido
evaluado y apeobado por el comité, no habiéndose encontrado objeciones en dicho

proyecio de acuerdo a los esténdares propucsios y que se ejecutard bajo el patrocimio del
lastitute de Eafermedades Tropicales, Universidad Naclonal Torible Redriguez de

Mendoza de Amaronas (UNTRM), Chachapoyas, Amzzenss, Perd vy ¢l
Depanusento de Biclogia Molecular ¢ Ingenieria Bioquinkica, Usiversidad Pablo de
Olavide de Sevilla, Espatia bajo la responsabilidad de Bach Gleny Ceorall Castre
Hidalge (bwestugador pancipad 1) PRD Juas Rigoberto Tejede Huamin y
(Lavestigador prascepal 2).

Chachapoyss, 01 de julio de 2022,

gR
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