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1. Objeto

El presente documento constituye un compromiso entre el estudiante matriculado
en cl Master en

< - .
\

y su Tutor/es y en ¢l que se fijan las funciones de supervision del citado trabajo de
fin de master (TFM), los derechos y obligaciones del estudiante y de su's
profesor/es tutor/es del TFM y en donde se especifican ¢l procedimiento de
resolucién de potenciales conflictos, asi como los aspectos relativos a los derechos
de propicdad intelectual o industrial que se puedan generar durante el desarrollo de
su TFM.

2. Colaboracién mutua

ElVlos tutor/es del TFM y el autor del mismo, en ¢l dmbito de las funciones que a
cada uno comresponden, se comprometen a establecer unas condiciones de
colaboracién que permitan la realizacion de este trabajo y, finalmente, su defensa
de acuerdo con los procedimientos y los plazos que estén establecidos al respecto
en la normativa vigente.
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3. Normativa

Los firmantes del presente compromiso declaran conocer la normativa vigente
reguladora para la realizacion y defensa de los TFM y aceptan las disposiciones
contenidas en la misma.

4. Obligaciones del estudiante de Master

- Elaborar, consensuado con el/los Tutor/es del TFM un cronograma detallado de
trabajo que abarque el tiempo total de realizacion del mismo hasta su lectura.

- Informar regularmente al Tutor/es del TFM de la evolucion de su trabajo, los
problemas que sc le planteen durante su desarrollo y los resultados obtenidos.
- Seguir las indicaciones que, sobre la realizacién y scguimiento de las actividades

formativas y la labor de investigacion, le hagan su tutor/es del TFM.
- Velar por ¢l correcto uso de las instalaciones y materiales que se le faciliten por
parte de la Universidad Complutense con el objeto de llevar a cabo su actividad

de trabajo, estudio ¢ investigacion.
5. Obligaciones del tutor/es del TFM

- Supervisar las actividades formativas que desarrolle el estudiante; asi como
desempeiiar todas las funciones que le sean propias, desde ¢l momento de la
aceptacion de la tutorizacion hasta su defensa pablica.

- Facilitar al estudiante la orientacién y el asesoramiento que necesite.

6. Buenas pricticas

El estudiante y el tutor/es del TFM se comprometen a seguir, en todo momento,
précticas de trabajo seguras, conforme a la legislacion actual, incluida la adopcion
de medidas necesarias en materia de salud, seguridad y prevencién de riesgos
laborales.

También se comprometen a evitar la copia total o parcial no autorizada de una obra
ajena presentindola como propia tanto en ¢l TFM como en las obras o los
documentos literarios, cientificos o artisticos que se generen como resultado del
mismo. Para tal, ¢l estudiante firmard la Declaracion de No Plagio del ANEXO I,
que serd incluido como primera pagina de su TFM.

7. Procedimiento de resolucion de conflictos académicos
En el caso de producirse algin conflicto derivado del incumplimiento de alguno de

los extremos a los que se extiende ¢l presente compromiso a lo lardo del desarrollo
de su TFM, incluyéndose la posibilidad de modificacion del nombramiento del
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tutor/es, la coordinacion del master buscard una solucion consensuada que pueda ser
aceptada por las partes en conflicto. En ningin caso el estudiante podrd cambiar de
Tutor directamente sin informar a su antiguo Tutor y sin solicitarlo oficialmente a la
Coordinacion del Master.

En el caso de que el conflicto persista se gestionard segin lo previsto en el SGIC de
la memoria verificada.

8. Confidencialidad

El estudiante que desarrolla un TFM dentro de un Grupo de Investigacion de la
Universidad Complutense, o en una investigacion propia del Tutor, que tenga ya una
tmyectona demostrada, o utilizando datos de una empresa/organismo o entidad
ajenos a la Universidad Complutense de Madrid, se compromete a mantener en
secreto todos los datos ¢ informaciones de cardcter confidencial que el Tutor/es del
TFM o de cualquier otro miembro del equipo investigador en que esté integrado le
proporcionen asi como a emplear la informacién obtenida, exclusivamente, en la
realizacion de su TFM.

Asimismo, el estudiante no revelara ni transferird a terceros, ni siquiera en los casos
de cambio en la tutela del TFM, informacién del trabajo, ni materiales producto de
la investigacion, propia o del grupo, en que haya participado sin haber obtenido, de
forma expresa y por escrito, la autorizacién correspondiente del anterior Tutor del
TFM.

9. Propiedad intelectual ¢ industrial

Cuando la aportacion pueda ser considerada original o sustancial el estudiante que
ha elaborado el TFM serd reconocido como cotitular de los derechos de propiedad
intelectual o industrial que le pudieran corresponder de acuerdo con la legislacion
vigente.

10. Periodo de Vigencia

Este compromiso entrard en vigor en el momento de su firma y finalizara por alguno
de los siguientes supuestos:

- Cuando el estudiante haya defendido su TFM.

- Cuando el estudiante sea dado de baja en el Master en el que fue admitido.

- Cuando el estudiante haya presentado renuncia escrita a continuar su TFM.

- En caso de incumplimiento de alguna de las clausulas previstas en el presente
documento o en la normativa reguladora de los Estudios de Posgrado de la
Universidad Complutense.

La superacion académica por parte del estudiante no supone la pérdida de los

derechos y obligaciones intelectuales que marque la Ley de Propiedad Intelectual
para ambas partes, por lo que mantendra los derechos de propiedad intelectual sobre
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su trabajo, pero seguird obligado por el compromiso de confidencialidad respecto a
los proyectos ¢ informacion inédita del tutor.

Firmado en Madrid, a_de _"Souwo de20'3

El estudiante de Master

Fdo.: Q%WJN Fdo.: /.—;; 'O/ﬁul_.., Jo_,,_e?

SR. COORDINADOR DEL MASTER EN CIENCIAS ODONTOLOGICAS
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ANEXO I: DECLARACION DE NO PLAGIO

D./Dfa.  _Awa Forwen [seee

con NIF B)423428-S . ecstudiantc de Master en la Facultad de
_COOONTOLOG A de la Universidad Complutense de Madrid en el
curso 20\6 -2013 , como autor/a del trabajo de fin de master titulado

y presentado para la obtencién del titulo correspondiente, cuyo’s tutor/ es/son:
¢ . dois Rlowce See

DECLARO QUE:

El trabajo de fin de master que presento esti elaborado por mi y es original. No copio,
ni utilizo ideas, formulaciones, citas integrales e ilustraciones de cualquier obra,
articulo, memoria, 0 documento (en versién impresa o electronica), sin mencionar de
forma clara y estricta su origen, tanto en el cuerpo del texto como en la bibliografia. Asi
mismo declaro que los datos son veraces y que no he hecho uso de informacion no
autorizada de cualquier fuente escrita de otra persona o de cualquier otra fuente.

De igual manera, soy plenamente consciente de que ¢l hecho de no respetar estos
extremos es objeto de sanciones universitarias y/o de otro orden.

En Madrid, a_Q_de_Suwds de 203

Fdo.:

—_—

PEY
Esta DECLARACION debe ser insertada en primera pégina de todos los trabajos fin de
master conducentes a la obtencion del Titulo.
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VISTO BUENO DEL TUTOR
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El profesor/a tutor

Nombre y apeliidos: dos Rlosuce “Seer

del alumno/a

Nombre y apellidos A@a Formea Lipez

encuadrado en la linea de investigacién

Tusguiers Tsdar

DA EL VISTO BUENO
para que el Trabajo de Fin de Master titulado

f\;sbmm,cu(k\m Eca:ecmzeoué: udes Madee csreuidas oel

sea admitido para su defensa ante Tribunal.
En_ﬂﬁé ca_ QA de _Saasio de201

Fdo: el profesor/a

El presente Visto Bueno se debe acompadar del Trabajo de Investigacion en formato electronico y
tres copias en papel
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I. INTRODUCCION:

La restitucion de tejidos perdidos por causas patologicas en el organismo humano, ha sido siempre
motivo de investigacion en las distintas areas del conocimiento en Medicina. Concretamente, en el
campo de la Estomatologia, la posibilidad de rehabilitar los tejidos orales ausentes se presenta como
un auténtico reto.

En este sentido, tradicionalmente, el intento por restablecer el hueso perdido, ha intentado suplirse
mediante el uso de injertos de diversa naturaleza aprovechando su capacidad osteogénica,
osteoinductora y osteoconductora segun el tipo. Sin embargo, las mayores tasas de reabsorcion, la
morbilidad derivada del aislamiento de los injertos autélogos, la hospitalizacion en caso de injertos
autdlogos extraorales o las menores tasas de éxito en xenoinjertos e injertos aloplasticos son
algunos de los inconvenientes que se reportan con mas frecuencia en la literatura cientifica (Del
Fabbro M et al., 2004).

Por otra parte, no es inusual que el profesional se encuentre con una disponibilidad limitada de
tejidos autdlogos, de tal manera, que el volumen de injerto acaba por ser limitado en comparacion

con el defecto a cubrir (Zouhary, 2010).

Las restricciones existentes en la aplicacion de células somaticas en este campo, estan relacionadas
con su potencial limitado asi como con la ausencia, por el momento, de métodos fiables,
reproducibles y repetibles que dirijan a estas células hacia un linaje especifico evitando a su vez el
crecimiento incontrolado de las mismas y la formacion tumoral. No obstante, su investigacién en
profundidad con sucesivos estudios in vifro y en animales, podrian constituir en un futuro no muy
lejano, una alternativa a los actuales métodos regenerativos en pacientes oncoldgicos,
rehabilitaciones tras traumatismos o en pacientes afectos de malformaciones congénitas (Garcia-

Godoy y Murray et al., 2006).
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1. Ingenieria tisular:

La Ingenieria Tisular, es aquel area de la Ciencia contemporanea que, tiene como fin el desarrollo
de procedimientos para la formacion de nuevos tejidos que sean capaces de reemplazar a los
danados, tanto en estructura como en funcion, basandose en los principios de la Biologia Celular y
la Ciencia de los Biomateriales. Ante la presencia de problemas bioldgicos, trata de propiciar la
busqueda de soluciones bioldgicas, enfocando la capacidad regenerativa de la célula en si misma

(Slavkin et al., 2006).

La terapéutica reconstructiva, podria considerarse que se inicia de la mano de Gaspare Tagliacozzi,
profesor de Cirugia en Bolonia, quien en 1597 publica su libro “De Curtorum Chirurgia per
Insitionem" en el que explica la técnica y procedimientos llevados a cabo en una rinoplastia a partir
de un injerto autdlogo. Este proceso requeria de la obtencion de un colgajo del brazo del paciente
que se suturaba directamente a la nariz, quedando inmovilizado y unido hasta que el colgajo
revascularizase y prendiese en el lecho receptor, tiempo que se estimaba de unas 3 semanas

(Tagliacozzi G., 1597).

A pesar de estos tempranos inicios, es necesario recalcar que, la terapéutica resectiva, ha sido
tradicionalmente considerada como norma hasta hace no mucho tiempo. Més recientemente, la
atencion ha tratado de re-direccionarse hacia terapias regenerativas y reconstructivas que aportasen
una mayor calidad de vida, funcion y estética en el paciente. Con el objetivo de inducir a la
regeneracion Osea, injertos de diverso origen, factores de crecimiento y factores de diferenciacion
celular, han sido ampliamente estudiados y discutidos en la literatura cientifica (Danesh-Sani SA et
al., 2016; Ding Z et al., 2016). Sin embargo, ninguna consideracién actual en el campo de la
regeneracion podria ser entendida a dia de hoy, sin tener en cuenta la aplicaciéon conjunta con

células madre (Castillo-Cardiel G et al., 2016).

Mientras que el uso de células madre embrionarias contintia siendo un tema controvertido desde el
punto de vista bioético, el aislamiento, cultivo y aplicacion de células madre mesenquimales
(CMM) que reside en la mayoria, si no es en todos, los tejidos adultos, estd cobrando especial

importancia.

En cuanto a los requerimientos necesarios para generar un tejido a partir de Ingenieria Tisular con
células madre, la literatura es undnime: 1.)Presencia y numero suficiente de células madre
responsables de la regeneracion 2.)Un apropiado nivel y secuencia de sefiales regulatorias (factores
de crecimiento, citoquinas y hormonas) 3.)Un buen aporte sanguineo 4.) Matriz extracelular o un

soporte apropiado (Bartold PM et al., 2000; Slavkin et al., 2006; Giannoudis et al., 2007).
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En a lo que matrices se refiere, éstas se utilizan a modo de esqueleto creando un andamiaje
especifico para permitir el desarrollo y proliferacion celular. Tipicamente estas matrices pueden
clasificarse segin su naturaleza en: sintéticas o naturales. Las naturales, més novedosas, se forman a
partir del tratamiento de estructuras bioldgicas tales como Organos u arterias con sustancias
detergentes que eliminan el componente celular de las mismas, conservando tinicamente el armazon
biologico. La introduccion de células madre en estas matrices extracelulares, junto con un
apropiado nivel de factores de crecimiento y citoquinas, permiten inducir su diferenciacion hacia
linajes celulares especificos. Estudios recientes, han logrado conseguir diferenciacion celular hacia
células cardiacas y hepaticas en corazon e higado respectivamente procedente de ratas y a células
endoteliales en arterias de origen ovino (Ng SL et al., 2011; Wang Y et al., 2011; Zhang W et al.,
2016).
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2. Células madre, caracteristicas generales:

Las células madre, se definen como células con capacidad de autorrenovacion, multidiferenciacion
y mantenimiento a lo largo de toda la vida del individuo. En el organismo adulto, diferentes tejidos
mantienen una pequefia poblacion de células multipotenciales con capacidad de proliferar y
diferenciarse hacia los diversos tipos celulares del tejido al que pertenecen. Estas células se
encargan de regenerar el organo o tejido conforme las células que lo componen mueren por
apoptosis o tras un dao tisular (Kaji EH et al., 2001).

En cuanto a su clasificacion, las células madre, pueden categorizarse segun sea, su origen:
embrionarias y postnatales o adultas, su potencial de diferenciacion: totipotencial (capaces de
generar un embrion y, por ende, un individuo completo, pudiéndose diferenciar a cualquier estirpe
celular), pluripotencial (capaces de diferenciarse a cualquier tipo celular a excepcion de células
formadoras de tejido extraembrionario: cordéon umbilical y placenta), multipotencial (capacidad de
especializarse en un subconjunto de grupos celulares de la misma capa germinal embrionaria. Un
ejemplo de ello, serian las células madre postnatales mesenquimales) y unipotencial (capacidad de
diferenciarse en un unico tipo celular). Igualmente, la clasificacion puede atender al tejido sobre el
que se asientan, también referido en términos mas técnicos como “nicho” (Liras A et al., 2010).

El proceso de desarrollo de un organismo, implica multiples pasos de diferenciacion celular.
Durante este complejo proceso, las células van perdiendo su potencial de diferenciacion al tiempo
que adquieren la identidad epigenética caracteristica del nuevo tipo celular generado.
Tradicionalmente, se habia asumido que este proceso de diferenciacion celular tanto en células
madre embrionarias como en adultas era irreversible. Asi, en 1957 Waddington representd
graficamente el concepto de “irreversibilidad celular” situando a la célula madre en la cima de una
colina en donde a lo largo del descenso el camino que tomaba representaba la eleccion (o
especificacion) celular terminando en la base de la colina como una célula diferenciada que habia
adquirido una identidad epigenética irreversible (Waddington CH., 1957).

Sin embargo, desde hace ya algunos afios, se ha observado un comportamiento especifico en estas
células que, aunque no en todas se ha podido demostrar que se produzca, parece romper con el
dogma de la irreversibilidad celular. Dicho fendmeno se conoce bajo el término de “plasticidad
celular” y que se ha definido como la conversion de una célula de un linaje tisular especifico a una
célula de otro tejido completamente distinto, con la adquisiciéon de marcadores y funciones del
linaje celular al que se ha transdiferenciado por influencia de factores ambientales adecuados de los

que se rodea (Wagers AJ et al., 2004).
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Las primeras evidencias sobre la existencia de fendmenos de plasticidad celular fueron llevadas a
cabo en tejido hepatico. En donde el analisis de higados de ratones hembra irradiados y a los que
posteriormente se transplantaron células de médula dsea procedente de ratones macho mostrd la
presencia de hepatocitos con el cromosoma Y en su genoma (Theise ND et al., 2000). Estos
resultados, fueron corroborados posteriormente en humanos que habian sido sometidos a trasplante
de médula 6sea, en donde se demostré6 que hepatocitos y colangiocitos pueden proceder de la
conversion de células madre de origen extra-hepatico, probablemente de médula 6sea (Theise ND et

al., 2000).

2.1. Células madre embrionarias, pluripotenciales inducidas vy postnatales:

Las células madre embrionarias son producidas a partir de la fecundacion del 6évulo. De 4 a 5 dias
después de la fecundacion, se forma el blastocisto, de donde derivan las células madre embrionarias
con capacidad de proliferar indefinidamente in vitro y que constituyen la primera fuente de células
pluripotenciales, esto es que pueden diferenciarse para generar cualquier tipo celular, a excepcion
del tejido extraembrionario (cordon umbilical y placenta) (Lutolf MP et al., 2009; Liras A. et al.,
2010; Du M. et al., 2015).

Por otro lado, las células madre pluripotenciales inducidas podrian considerarse como una variante
de las células madre embrionarias desarrolladas por reprogramacion genética producidas a partir de
la induccion de la expresion de varios genes exdgenos que son capaces de des-diferenciar a una
célula ya diferenciada. De este modo, las pluripotenciales inducidas disponen de caracteristicas
comparables a las células madre embrionarias, como sus perfiles de expresion genética o su
naturaleza pluripotente, sin los inconvenientes bioéticos de las células embrionarias. Se ha podido
observar, como estas células son capaces de diferenciarse en osteoblastos con la ayuda de Factor de
Crecimiento Transformante tipo Beta (TGF-B), Factor de Crecimiento Fibrobastico Beta (FGF-B) o
Proteina Morfogenética Osea-2 (BMP-2) (Li F et al., 2012).

Sin embargo, al igual que ocurre con las células madre embrionarias, la ausencia de métodos que
dirijan a estas células hacia un linaje especifico de manera fiable, repetible, reproducible y que
eviten el riesgo de formacion tumoral, restringe su posibilidad de uso en humanos (Zhang G et al.,
2012), por lo que parece ser que su unica ventaja evidente a dia de hoy es el aspecto bioético.

Otro tipo de célula madre, lo constituyen las células madre postnatales. Son células indiferenciadas,
que se encuentran entre células diferenciadas en un tejido u érgano de un individuo adulto. Estas

pueden renovarse y diferenciarse en tipos celulares especializados en funcion del tejido del que se
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rodean (nicho). Por tanto, actGan como reservorios naturales de reemplazamiento de células,
jugando un papel fundamental en la homeostasis y en la reparacion de los tejidos (Liras A et al.,
2010).

En este sentido, el uso de células madre postnatales presenta ciertas ventajas desde un punto de
vista ético, frente a las embrionarias y a las células inducidas pluripotenciales cuya aplicacion,

como ya ha sido comentado, es atin controvertida debido al riesgo de formacion tumoral.

2.1.1. Células madre postnatales mesenquimales:

Las células madre postnatales mesenquimales (CMM) inicialmente se aislaron a partir de aspirados
de médula 6sea y fueron descritas por primera vez por Friedenstein como una subpoblacion de
células fibroblastoides que en cultivo, formaban agrupaciones clonogénicas adherentes al plastico
con amplia capacidad de replicacion in vitro y con capacidad de diferenciarse a osteoblastos,

condrocitos y adipocitos (Friedenstein et al., 1970).

El término de células madre mesenquimales, fue originariamente creado considerandolas como el
tedrico progenitor comun de un amplio rango de tejidos de origen mesenquimal. Estudios recientes,
parecen demostrar que las CMM residen en una gran variedad de tejidos embrionarios, postnatales
y oOrganos tanto extraorales como intraorales. Ademas de la medula 6sea, fuente mas comun de
obtencion, se han logrado aislar en tejido adiposo (Salmeron C et al., 2016), muasculo esquelético
(Uezumi Aey al., 2016), pancreas (Larijani B et al., 2015), placenta (Zhang Y et al., 2004),
membrana sinovial (Mak J et al., 2016), liquido sinovial (Harvanova D. et al., 2011), cordon
umbilical (Yan C et al., 2015), sangre menstrual (Chen JY et al., 2015), dermis, epidermis (Forni
MF et al., 2015), gelatina de Wharton del cordon umbilical (Wang HS et al., 2004), tejido pulmonar
(Gong X et al., 2014), vena safrena (Covas DT et al., 2005), higado (Heidari B et al., 2013), tejido
cervical (Montesinos JJ et al., 2013) y en la membrana de Schneider de los senos paranasales
(Berbéri A et el., 2016). En el 6rgano dentario se ha logrado aislar en pulpa (Gronthos S et al.,
2000; Miura M et al., 2003; Perry BC et al., 2008; Paino et al., 2010; Sugiyama M et al., 2011),
tejido gingival (Zhang Q et al., 2009; Egusa H et al., 2010; Tang L et al., 2011), ligamento
periodontal (Seo BM et al., 2004; Singhatanadgit W et al., 2009; Zheng W et al., 2009: Park JC et
al., 2011), hueso alveolar (Matsubara T et al., 2005; Akintoye SO et al., 2008), papila apical
(Sonoyama W et al.,2006), foliculo dental (Morsczeck C et al., 2005; d'Aquino R et al., 2011) y
tejido periapical inflamado (Liao J et al., 2011).

En los ultimos afios, ha empezado a existir un incremento en el interés por las CMM debido a su

plasticidad y potencial uso en el campo terapéutico (Chen Y et al., 2008; d'Aquino R et al., 2011).
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Asi, Avilés y colaboradores en su estudio realizado en 2004 con células madre extraidas de la
médula osea y aplicadas sobre pacientes afectos de Infarto Agudo de Miocardio demuestran que su
aplicacion se trata de un proceso factible y seguro (Avilés F.F et al., 2004). Sin embargo, esta
opinion trae controversias al respecto, que demandan la necesidad de un soporte experimental in
vivo suficiente que permita su aplicacion con completa garantia en el campo terapéutico (Bianco et

al. 2013).

Desde los inicios de los estudios con CMM en los los 60, multitud de avances se han ido
sucediendo en este campo. El interés bioldgico y clinico en CMM se ha incrementado
considerablemente en las dos ultimas décadas. Sin embargo, la heterogeneidad en los
procedimientos de aislamiento y cultivo de CMM asi como la ausencia de un protocolo de
identificacion universalmente aceptado que las defina, ha llevado a la Sociedad Internacional de
Terapia Celular (ISCT) a establecer los siguientes tres criterios que permitan definir a las CMM con

una identidad mas concreta (Dominicci M et al., 2006):

1.) Adherencia al plastico: las CMM deben presentar adherencia al plastico cuando son
mantenidas bajo condiciones de cultivo estandar (Atmosfera humidificada al 5% de CO, y a 37° C

de tempratura) usando frascos de cultivo tisular.

2.) Expresion de antigenos (Ag) de superficie especificos: el 95% o mas de la poblacion de CMM
debe expresar antigenos de superficie especificos, concretamente, deben ser positivos para CD105,
CD73 y CD90 medidos mediante citometria de flujo. Adicionalmente, deben ser negativos (<2%

positivos) para los marcadores CD45, CD34, CD14 6 CD11b, CD79a 6 CD19 y HLA-DR.

3.) Diferenciacion multipotencial demostrable: refiriéndose con ello, a la capacidad de
diferenciarse a osteoblastos, adipocitos y condroblastos bajo condiciones estandar de diferenciacion

in vitro (Dominicci et al., 2000).

2.1.1.1. Células madre mesenquimales obtenidas del ligamento periodontal:

El ligamento periodontal (LP), es el tejido blando con un gran componente celular y altamente
vascularizado que rodea las raices de los dientes y conecta el cemento radicular con la pared del
alveolo. Presenta un espesor aproximado de 0.25mm (entre 0.2 y 0.4mm), y su presencia, permite
que las fuerzas generadas durante la funcién masticatoria y otros contactos dentarios se distribuyan
sobre la apofisis alveolar y sean absorbidas por ésta mediante el hueso alveolar propiamente dicho

(Lindhe J et al., 2008).
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Se ha podido observar que, a pesar de la proximidad al hueso y la aplicacion de una alta amplitud de
fuerzas fisicas, las células del LP son capaces de expresar factores reguladores que mantienen la

anchura del ligamento periodontal durante la vida adulta (Lekic P. et al., 2001).

El LP se encuentra formado por una heterogénea poblacion de células que se encuentran en
diferentes fases de diferenciacion y cuya funcidn precisa es aun pobremente entendida. Igualmente
de desconocida, es la cantidad de células presentes en este tejido con potencial para presentar
propiedades multipotenciales. Estas poblaciones celulares, experimentan una renovacion extensa y
se encuentran principalmente localizadas alrededor de los vasos sanguineos del ligamento
periodontal (Gould TR et al., 1977) y en los espacios endoséeos del hueso alveolar (McCulloch C et
al., 1987). Estas células, proliferan y migran para producir células diferenciadas que son capaces de
sintetizar hueso, cemento y matriz extracelular de LP tanto de manera fisiologica como ante la

presencia de dafio tisular (Palmer RM et al., 1987).

Por lo tanto, el LP no s6lo cumple una importante funciéon de soporte del diente, sino que también
contribuye a la nutricion, mantenimiento de la homeostasis y reparacion del tejido danado. La
capacidad de las células del LP para reparar y mantener la homeostasis tisular, implica que, entre
esta extensa poblacion celular, sea posible aislar colonias de células madre (Seo BM et al., 2004;

Singhatanadgit W et al., 2009; Zheng W et al., 2009: Park JC et al., 2011).

Debido a la relevancia que ha adquirido las CMM en el campo de la regeneracion y su posibilidad
para aislarse a partir del ligamento periodontal, varios estudios son los que han evaluado la
expresion de diversos marcadores de superficie coincidentes con los propuestos desde la Sociedad
Internacional de Terapia Celular. Las PDLSCs, han resultado positivas para los marcadores CD9,
CD10, CD13, CD29, CD44, CD59, CD73, CD90, CD105, CD117, CD123, CD146, CD166 y
STRO-1. De la misma manera, estas células presentan una expresion negativa para los marcadores
hematopoyéticos CD34 (marcador de células madre hematopoyéticas), CD45 (marcador pan-
leucocitario), CD14 (marcador de monocitos/macréfagos), CD19 (marcador de las células B) y
HLA-DR (Complejo Mayor de Histocompatibilidad). La ausencia de expresion de estos
marcadores, resulta critico a la hora de identificar a las CMM (Dominicci et al., 2006; Gay IC et al.,

2007; Nuiez J et al., 2012; Saito MT et al., 2014; Vasandan AB et al., 2014).

Ha sido ampliamente demostrado que estas células son capaces de proliferar y migrar para producir
células diferenciadas como osteoblastos y que, bajo condiciones especificas, pueden formar nédulos
mineralizados in vitro, aunque en menor cantidad que en el caso de células madre postnatales

obtenidas de pulpa dental adulta (DPSCs), dientes exfoliados temporales (SHED) y médula 6sea
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(BMSSCs) (Seo BM et al., 2004). Ademas, se ha podido comprobar que son capaces de expresar
una serie de marcadores osteobldsticos, entre los que se incluyen fosfatasa alcalina (ALPL),
sialoproteina 6sea (BSP), osteocalcina (OSC), osteopontina (OPN), proteina morfogenética dsea
tipo 2 (BMP 2) y factor de crecimiento transformante beta 1(TGFB1) (Lekic P. et al., 2001;Seo et
al., 2004; Gronthos S. et al., 2006).

Ademas de la capacidad de las PDLSCs para ser inducidas a células formadoras de hueso, cemento
y colageno, se ha visto que sometiéndolas a determinadas condiciones de cultivo, presentan
capacidad para diferenciarse también en células neurales, miofibroblastos, adipocitos y condrocitos,
demostrando ser una poblacion interesante por su capacidad para expresar un genotipo

mesodérmico (Gay et al., 2007; Techawattanawisal et al., 2007).

Por otro lado, la capacidad multipotencial de las PDLSCs parece mantenerse intacta aunque estas se
sometan a criopreservacion como sucede con el resto de CMM de diferentes origenes. Asi quedd
demostrado con el estudio de Seo y colaboradores en 2004, en el que explican que aunque la
cantidad de PDLSCs obtenidas en las muestras criopreservadas se correspondieron al 40% de lo que
se obtiene en muestras frescas, éstas presentaron una alta capacidad proliferativa, un patron
histologico normal en la mayoria de las dreas examinadas, asi como caracteristicas de las células
madre del ligamento periodontal normales, incluyendo la expresion del marcador de superficie
STRO-1, capacidad de diferenciacién multipotencial y un cariotipo diploide normal (Seo et al.,

2005).
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3. Factores de crecimiento celular:

Son polipéptidos sintetizados por las propias células y que se unen a receptores celulares especificos
desencadenando una serie de acciones bioldgicas que estimulan la proliferacion celular,

quimiotaxis, angiogénesis, diferenciacion celular y sintesis de matriz extracelular.

Se ha comprobado que, el tejido 6seo contiene numerosas células que segregan estos polipéptidos y
que podrian mediar los procesos de reparacion y remodelacion 6sea. De entre todos ellos, se pueden
citar el Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), Factor de Crecimiento Derivado de
la Insulina tipo I y II (IGF-1; IGF-2), Factor de Crecimiento Transformante tipo Beta (TGF-B),
Factor de crecimiento epidérmico (EGF), Factor de Crecimiento Fibrobastico (FGF), Factor de
crecimiento vascular endotelial (VEFG) (Antoniades AH et al 1981; Kingsley DM et al., 1994;
Canalis E et al., 1988).

El factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF): Se encuentra implicado en la
cicatrizacion en virtud fundamentalmente de las plaquetas y su doble funcidon, tanto como depdsito
de factor de crecimiento, como de factor en la hemostasia. Se ha podido observar que PDGF parece
tener un papel fundamental en la mitogénesis, angiogénesis, inicio de la quimiotaxis celular,
biosintesis de matriz de PDL y MSC favoreciendo la union de las fibras de PDL a la superficie
dentaria (Chong L et al., 2013), regulacion de otros factores de crecimientos asi como de células
implicadas en la promocién de funciones fibroblasticas y osteogénicas.

El factor de crecimiento insulinico tipo 1y 2 y (IGF-1y 2) Se sabe que median en la interaccion
osteoblasto-osteoclasto ¢ intervienen de forma activa en el remodelado 6seo (Hill PA et al., 1995).
Aunque IGF-1 no influye en la diferenciacion de MSC indiferenciadas a células de linaje
osteoblastico, si se ha podido observar su influencia sobre la funcion de los osteoblastos maduros
(Walsh S et al; 2003). EI IGF-2 es el factor de crecimiento mas abundante de la matriz dsea, se
sabe que ejerce una importante funcidon durante el periodo de embriogénesis, sin embargo los
efectos sobre el esqueleto ya desarrollado son aun desconocidos.

TGF-B es un potente estimulador de la formacion Osea, entre sus funciones destacan, la
potenciacion de la diferenciacion osteoblastica y la sintesis de la matriz osteoide, inhibiendo la
sintesis de proteasas. Asimismo, inhibe la reabsorcion, por medio de la reduccion de la formacion y
diferenciacion de los osteoclastos, asi como la actividad de los osteoclastos maduros al estimular su

apoptosis (Baylink DJ et al., 1993).
10



INTRODUCCION

Las Proteinas Morfogenéticas Oseas (BMPs) En general, presentan multiples efectos dseos, tales
como su influencia en la mitogénesis de CMM indiferenciadas y precursores osteoblasticos, es
inductor en la expresion del fenotipo osteoblastico, actia como factor quimioatrayente en CMM y
monocitos, asi como en la union extracelular de matriz de colageno tipo IV (Trombelly L et al.,
2008). Se ha visto también, su funciéon como inductor de la formacion de hueso in vivo (Iwata T et

al., 2014; Jingushi et al., 2002).

Tanto BPM2, BPM3, como BMP7 son actualmente usadas en combinacién con materiales
osteoconductivos de manera satisfactoria en un gran nimero de procedimientos experimentales en
el campo de la regeneracion 6sea y periodontal (Li et al., 2015; Barradas et al., 2011; Wikesjo et al.,

1999; Hoshino et al., 2006; Jingushi et al., 2002).

11
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4. Estrategias de cultivo y diferenciacion celular:

Con el fin de almacenar, transportar o expandir las colonias celulares y obtener diferenciacion
celular in vitro, es necesario el uso de medios de cultivo de mantenimiento e inductores que
promuevan la diferenciacion de las MSC hacia un linaje concreto. Entre los distintos tipos, caben

destacar:

4.1 Cultivo en medio reconstituido:

Es el medio base utilizado para el almacenamiento, transporte y expansion sin diferenciacion de las
CMM. No presenta productos inductores de diferenciacion, sino sustratos para la nutricion y
mantenimiento de las células, suero, asi como factores de crecimiento y antibidticos que evitan la

contaminacion del cultivo.

El medio de mantenimiento reconstituido estd compuesto fundamentalmente por medio a-MEM en
cuya composicion incluye una gran cantidad de aminoéacidos, glucosa, vitaminas, sales inorgéanicas,
05% de L-glutamina como aminodcido principal y 15% de suero fetal bovino (FCS).
Adicionalmente, con el fin de evitar la contaminacién de los cultivos, éstos suelen suplementarse
con sustancias antibidticas de diferente espectro de accion, en donde las mezclas mas comunes

suelen ser:

- Penicilina (100 U/mL) + Estreptomicina (100 ug/mL). Como combinacién anti-microbiana.

- Penicilina (100 U/mL) + Estreptomicina (100 pg/mL) + Anfotericina B (0.25 ug/ml). Como

combinacidn anti-microbiana y anti-fingica.

4.2 Cultivo en medio de diferenciacion comercial:

Es un medio estéril comercializado que es elaborado a partir de protocolos estandarizados en los
que se agregan aminodcidos no esenciales, vitaminas, compuestos orgdnicos € inorganicos,
hormonas, factores de crecimiento y minerales especificos que inducen a la diferenciacién hacia
cada una de las tres estirpes potenciales de las MSC. En el caso de la diferenciacion osteogénica, los

medios comerciales se encuentran suplementados con glicerofosfato, ascorbato-2 fosfato,

12
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dexametasona y acido ascorbico para favorecer su diferenciacion. Para inducir a la diferenciacion
adipogénica la suplementacion suele ser a base de dexametasona, ascorbato-2 fosfato, insulina, 3-
isobutil-1-metilxantina e indometacina mientras que para la diferenciacion condrogénica contiene
ademds de compuestos comunes con los anteriores tales como dexametasona o 4cido ascorbico,
insulina-transferrina-selenio y TGF-B. Este tltimo, es un factor de crecimiento considerado como
un potente inductor de la diferenciacion condrogénica, siendo esta diferenciacion mds efectiva
cuanto mayor duracidén se mantenga el cultivo en contacto con el factor de crecimiento (Kim HJ et

al., 2009; Solorio LD et al., 2010).

5.3 Cultivo en medio condicionado de células diferenciadas:

Es aquel medio obtenido a partir del cultivo de células previamente diferenciadas o tejidos que
contienen componentes bioldgicamente activos tales como citoquinas/factores de crecimiento,
proteinas de la matriz extracelular y enzimas de remodelacion tisular, que se liberan y que podrian
afectar a ciertas funciones de la célula influyendo en funciones tales como la inflamacién local,
respuesta inmune, reduccion del estrés oxidativo, fibrosis y muerte celular. También se ha visto que
es capaz de estimular la angiogénesis e inducir al reclutamiento, proliferacion y diferenciacion de

CMM hacia determinadas estirpes (Wang HS et al., 2004).

Del mismo modo que este medio de cultivo parece tener poder inductor en la diferenciacion de
CMM. Recientemente, un estudio realizado por el grupo de Santos TS y colaboradores en 2015 han
demostrado que el cultivo de CMM ya sea en co-cultivo o en medio condicionado por éstas, parece
producir una represion de la diferenciacion osteoblastica sobre osteoblastos. Por lo que este tipo de
medio de cultivo parece tener una importante influencia sobre las células que se encuentran

embebidas en €l, ya sean diferenciadas o no (Santos TS et al., 2015).
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II. JUSTIFICACION:

Dado el creciente interés que ha adquirido la terapia celular como método de regeneracion tisular, la
posibilidad de aislar CMM a partir del ligamento periodontal en dientes con indicacion de
extraccion, constituiria una excelente alternativa de obtencidn por resultar un procedimiento poco
invasivo para el paciente. La evidencia cientifica disponible sobre la obtencion de CMM en esta
localizacion oral, asi como su capacidad de diferenciacion por la actividad paracrina del medio en el
que se rodea, es aun limitada. Es por ello, por lo que es necesario un mayor nimero de estudios

experimentales in vitro que corroboren la posibilidad de obtener CMM en el ligamento periodontal.

I11. HIPOTESIS:
Hipotesis nula (Hy):

* En el ligamento periodontal no es posible el aislamiento de células madre mesenquimales.
Hipotesis alternativa (H;):

* El ligamento periodontal constituye una fuente de obtencion de células madre

mesenquimales.

IV. OBJETIVOS:
Objetivo general:
Corroborar la capacidad de aislar células madre obtenidas del ligamento periodontal.
Objetivos especificos:
1. Obtener lineas celulares de PDLSCs procedentes de terceros molares incluidos (n=4).
2. Caracterizar las lineas celulares de PDLSCs segtin su inmunofenotipo por citometria de flujo.

3. Diferenciar las lineas celulares hacia las tres estirpes celulares posibles: diferenciacion

osteogénica, adipogénica y condrogénica.

4. Comprobar dicha diferenciacion por medio del andlisis histoquimico de las lineas

diferenciadas.
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V. MATERIAL Y METODO:

El conjunto de procedimientos del presente estudio experimental se realizd en el Laboratorio de

Ingenieria Tisular de la Facultad de Odontologia de la Universidad Complutense de Madrid.

Todos los experimentos fueron llevados a cabo en concordancia con los Principios establecidos por
la Declaracion de Helsinki y se realizo bajo la aprobacion del Comité de Ensayos Clinicos del

Hospital Clinico San Carlos de Madrid.

Seleccidn de pacientes vy extraccion dentaria:

Las células madre del ligamento periodontal se obtuvieron de terceros molares incluidos
procedentes de pacientes del Master de Cirugia Oral de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Complutense de Madrid.

La seleccion de los sujetos con indicacion de extraccion de terceros molares incluidos se baso en un
examen oral previo junto con la cumplimentacién de un cuestionario clinico en el que debian

cumplir los siguientes criterios de inclusion y exclusion (Anexo 1):
Criterios de inclusion:

Fueron incluidos en el presente estudio pacientes adultos, ASA I, con edades comprendidas entre
los 18 y 30 afios, sin preferencia en cuanto al sexo, que fuesen subsidiarios de extraccion de terceros
molares incluidos y que expresasen por escrito su consentimiento para participar en el estudio

(Anexo 2).
Criterios de exclusion:

Fueron excluidos del estudio aquellos pacientes que presentaron terceros molares enclavados o
visibles en boca, pacientes embarazadas, con enfermedades sistémicas, pacientes que tomen algun
tipo de medicacion de manera cronica, fumadores y pacientes cuya extraccion de terceros molares

fuese realizada mediante odontoseccion.

Todos los pacientes fueron informados previo procedimiento sobre el estudio y su alcance. El

consentimiento informado fue firmado en todos los casos.

Las extracciones fueron realizadas en la clinica de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Complutense de Madrid, bajo anestesia local, con luxadores y/o elevadores segun la situacion

clinica de la pieza a extraer. Los terceros molares, una vez obtenidos, fueron transportados en
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solucion salina balanceada de Hank con Penicilina (100 U/mL) y Estreptomicina (100 pg/mL) al

1% como combinacidn anti-microbiana.

Todos los procedimientos de cultivo y siembra se realizaron bajo campana de flujo laminar para

garantizar su esterilidad.

Aislamiento vy cultivo de PDLSCs:

El aislamiento de las PDLSCs fue realizado siguiendo el protocolo planteado por Seo y
colaboradores en el afio 2004 (Seo et al., 2004). Se llevd a cabo el raspado del ligamento
periodontal de los terceros molares (n=4) obtenidos con la ayuda de una cureta, separandolo
cuidadosamente de la superficie de la raiz. Se digiri6 en un tubo Falcon de 45ml con 20ml de
solucion salina de Hank, en la que fue afadida 3mg/ml de colagenasa tipo I y 4mg/ml de dispasa
durante 1 hora a 37°C. Se hizo pasar estas muestras a través de un filtro celular de 70pm y fueron
sometidas a centrifugacion a 400g (1800 rpm) durante 10 minutos a 4° C, el sedimento fue

sembrado en frascos de cultivo de 75¢cc con o-MEM  reconstituido incubdandose en una atmdsfera de

CO, al 5% a 37°C.

Este medio se fue cambiando cada 72 horas hasta la observacion de semi-confluencia (70-90% de la
superficie total observada poblada con PDLSCs), lo cual se fue controlando por medio de
observaciones periddicas con microscopio Optico, momento en el cual se procedid a su sub-cultivo.
Para ello, se retiré con la ayuda de una pipeta el medio de cultivo y se lavé con tamp6n fosfato
salino (PBS) para asegurar que no quedasen restos de suero que pudieran interferir con la accion de
la tripsina. Se afiadieron 7 ml de tripsina y se mantuvo en la incubadora de CO, al 5% y a 37°C
durante 10-15 minutos. Posteriormente, se afiadié 2 ml de suero fetal bovino (SFB) a cada frasco de
cultivo para inactivar la tripsina, las muestras se trasladaron a tubos Falcon de 15ml y se
centrifugaron a 400g durante 10 minutos a 4°C, el sedimento obtenido se diluy6 en a-MEM
reconstituido y se procedié al resembrado de las células para continuar con su expansion. En el

presente estudio, las PDLSCs utilizadas se encontraban entre el 2"y 5° pase.

Caracterizacion de las PDLSCs:

Caracterizacion de las PDLSCs mediante citometria de flujo:

Siguiendo el protocolo propuesto por la ISCT, las células fueron incubadas con los anticuerpos

(Immunostep®) para los antigenos humanos HLA-DR (FITC), CD-90 (FITC), CD-11b (FITC),
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CD-73 (PE), CD-34(PE) y CD-105 (FITC) siguiendo el siguiente procedimiento:

Las células en el 3" pase fueron levantadas mediante el proceso de tripsinizacion, de tal manera que
se retird el medio de cultivo alpha-MEM, se lav6 con PBS y se afiadieron 7ml de tripsina. Tras 10
minutos en la estufa, se inactivé la tripsina por medio de la adicion de 2ml de SFB. Posteriormente,
se procedid al conteo celular por medio de la cdmara de Naubauer. En total se obtuvieron por
cuadricula un total de 35x10* células/ml. De cada linea, se etiquetaron 6 tubos falcon, cada uno
correspondiente al AC a analizar. En cada tubo se afiadié 1ml de células de la linea correspondiente.
Los frascos fueron sometidos a centrifugacion a 1800 rpm, durante 10 minutos a 4°C.
Posteriormente, se retird el medio y se afiadieron 200ul de PBS y la cantidad de cada anticuerpo

indicada segun el fabricante, siendo éstas:

e 20ul de CD105

* 40ul de CD45

* 40ul de CD73

*  40ul de CD90

* 40ul de HLA-DR
* 40wl de CD34

* 40ulde CD11b

Posteriormente se dejo en la nevera a 4°C en oscuridad para permitir la fijacion del anticuerpo
durante 20 minutos. Tras este periodo, se afiadieron Sml de PBS en cada tubo para inactivar el
efecto de los AC y se volvio a centrifugar a 1800 rpm durante 10 minutos a 4°C para sedimentar las
células en la base. De nuevo, se volvid a retirar el medio y se afiadieron otros 200ul de PBS.

Finalmente se procedi6 a su lectura en el citometro de flujo.

Adicionalmente, se corroboraron los resultados obtenidos en la citometria de flujo mediante
microscopia de fluorescencia, resultados positivos quedaron evidenciados mediante un color verde
fluorescente correspondiente a la fluoresceina (FITC) sobre fondo negro para los anticuerpos HLA-
DR, CDI11b, CD105, CD45 y en color rojo correspondiente al fluorocromo ficoeritrina (PE) sobre

fondo negro en caso de ser positivos para los anticuerpos CD34 y CD73.

Diferenciacion de las PDLSCs hacia los linajes osteogénico, adipogénico, condrogénico y

caracterizacion mediante histoquimica:
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MATERIAL Y METODOS

Para la diferenciacion hacia el linaje osteogénico, adipogénico y condrogénico fueron empleados
medios de diferenciacion comercial especificos de la marca MACS™ de Miltenyi Biotec®. Las
cuatro lineas celulares fueron levantadas mediante el proceso de tripsinacion anteriormente
mencionado y se procedid al conteo celular de cada linea bajo el microscopio Optico mediante la

camara de Neubauer.

En una placa de 24 multipocillos se procedié al cultivo de cada linea celular hacia linaje
osteogénico y adipogénico y paralelamente se establecié un control negativo para comparar los
cambios morfolégicos a lo largo de la diferenciacién. Para la diferenciacién osteogénica, 5x10°
células/cm’® fueron cultivadas en dos pocillos por linea celular en donde se afiadié medio de
diferenciacion osteogénico comercial suplementado con SFB, acido ascorbico, 3-glicerofosfato y
dexametasona. Para la diferenciacion adipogénica, 8.5x10°células/cm” fueron cultivadas en dos
pocillos por linea celular con su respectivo medio de diferenciacion comercial suplementado con

dexametasona, ascorbato-2 fosfato, insulina, 3-isobutil-1-metilxantina e indometacina.

Para la diferenciacién condrogénica, 125x10°células/cm” fueron cultivadas en cuatro alicuotas
diferentes correspondientes a cada linea celular ya que para este tipo de diferenciacion es necesario
que las células estén comprendidas en un pellet o conglomerado celular y no re-suspendidas en el

medio como en la diferenciacion osteogénica y adipogénica.

Los medios de diferenciacion y de mantenimiento (en el caso de los controles negativos) fueron
renovados cada 48-72 horas hasta completar el periodo definitivo de diferenciacion celular
especificado segun el fabricante: 10 dias para diferenciacion osteogénica, 14-21 dias para

diferenciacion adipogénica y 24 dias para diferenciacion condrogénica.

Para la comprobacion de la capacidad de diferenciacion de las PDLSCs hacia las distintas estirpes

celulares, se realizaron las respectivas tinciones histoquimicas:

El andlisis de la diferenciaciéon hacia el linaje osteogénico fue evaluado por medio de la
determinacion de la actividad de la fosfatasa alcalina a los 10 dias. Tras este periodo de
diferenciacion, las células fueron lavadas con suero salino sin fosfato y a continuacion se afiadid
Iml a cada pocillo del reactivo BCIP®/NBT Liquid Substrate System (Sigma Aldrich®) durante 10
minutos. Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS y fijadas en formol al 10% durante 10
minutos y se lavdo con PBS para eliminar sobrantes. Las tinciones positivas para ALP han de
presentar un color violeta oscuro al microscopio optico.
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Para la verificacion de la diferenciacion adipogénica se utilizo el tinte Oil Red (Sigma Aldrich®).
Tras la fijacion con formaldehido al 10%, las células fueron lavadas con etanol al 70% y
posteriormente se procedio a la tincion de las células con agente Oil Red al 2% en isopropilo
durante 5 minutos. Tras este tiempo, las células fueron lavadas con etanol al 70% y agua destilada
para eliminar el exceso de tincion. Tinciones positivas en la diferenciacion adipogénica, quedan
evidenciadas a partir de una coloracion roja de los cultivos fijados debido a la tincion especifica de
las inclusiones lipidicas en el citoplasma celular de los adipocitos observados por medio del

microscopio Optico, estas observaciones fueron realizadas a los 21 dias de diferenciacion.

Por ultimo, para verificar la diferenciacion hacia el linaje condrogénico, tras los 24 dias de
diferenciacion, las células que se encuentran formando un pellet o conglomerado celular, son
extraidas sin realizar movimientos bruscos para evitar su re-suspension, la muestra es colocada en
casettes de biopsia y son fijadas con formaldehido al 10% durante 24 horas. Las muestras son
deshidratadas pasandolas por concentraciones crecientes de etanol (50, 70, 96 y 100%) una hora en
cada una de las concentraciones y finalmente se pasa a un disolvente organico (tolueno) durante una
hora. Posteriormente, se realizan dos bafos de 30 minutos en parafina liquida y se deja secar. De
este modo, ya tenemos la pieza embebida y formando el taco de parafina. Cortamos secciones de 5
a 10 micras con la ayuda de un micrétomo y se deja secar sobre un portaobjetos para posteriormente
desparafinar las muestras pasando las secciones sobre los portas por toludeno y concentraciones
decrecientes de alcohol (10 minutos cada uno) hasta llegar al agua. Las muestras son tefiidas
finalmente con azul alcidn y son deshidratadas de nuevo para preservar las preparaciones tefiidas
pasandolas de nuevo por concentraciones crecientes de alcohol hasta llegar al xileno. Finalmente, se
afiade una gota de medio de montaje (Eukitt) y se coloca el cubreobjetos dejando secar las muestras

que quedan preparadas para su observacion mediante microscopia electronica.

Como control negativo de cada uno de los tipos celulares, se sembraron CMM en un medio de
mantenimiento, siendo negativas a la tincion celular asi como a cambios en su morfologia y tamano

celular.
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VI. RESULTADOS:

Segun la ISCT la expresion de antigenos CD34 y CD45 son propios de células hematopoyéticas y

deben ser negativos en células mesenquimales del mismo modo que los anticuerpos CD11b y HLA-
DR.

Se procedio a la lectura del perfil inmunofenotipico de las 4 lineas celulares mediante citometria de

flujo, siendo todas las lineas positivas para el anticuerpo CD73 y CD90 y negativas para los
anticuerpos CD105, HLA-DR, CD11b, CD34, CD45.

Los resultados de la citometria se muestran a continuacion mediante histiogramas en escala
logaritmica decimal que relacionan el niimero de células (eje Y) con la intensidad de la

fluorescencia (eje X) comparando los resultados de la fluorescencia del anticuerpo con un
fluorocromo control. (Fig:1):
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Fig.1: Citometria de flujo evaluada en las cuatro lineas de PDLSCs: la citometria resulté positiva para los

anticuerpos CD73 y CD90 y negativa para los anticuerpos CD105, CD34, CD45, CD11b y HLA-DR.




RESULTADOS

Adicionalmente, se procedié a la comprobacion de los resultados por medio de microscopia de
fluorescencia. Resultados positivos quedan evidenciados mediante un color verde fluorescente
correspondiente a la fluoresceina (FITC) sobre fondo negro para los anticuerpos HLA-DR, CD11b,
CD105, CD45 y en color rojo correspondiente al fluorocromo ficoeritrina (PE) sobre fondo negro
para los anticuerpos CD34 y CD73. Los resultados fueron concordantes con el protocolo  propuesto
por la ISCT tanto en la citometria de flujo como en la microscopia de fluorescencia para los
anticuerpos CD73 y CD90. Sin embargo, el anticuerpo CD105 resulté negativo en la citometria,
mientras que en la microscopia de fluorescencia pudo observarse para este anticuerpo un aparente
resultado  positivo (Figs. 2-5). Se desconoce el porqué de esta discordancia y cabe pensar que pudo

ser debido a algtn fallo en la calibracion del citometro de flujo.

Fig.2: Microscopia de fluorescencia (+) para Fig. 3: Microscopia de fluorescencia (+) para
CD73(PE). CDY0(FITC)
Fig. 4: Microscopia de fluorescencia (+) para Fig. 5: Microscopia de fluorescencia (-) para
CD105(FITC) HLA-DR
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Posteriormente, la caracterizacion biologica de las PDLSCs hacia células de linaje osteogénico,
adipogénico y condrogénico, se comprobd mediante las coloraciones de fosfatasa alcalina (kit de

tincion de FA de Sigma Adrich® BCIP/NBT liquid substrate system), Oil Red y azul Alcian

respectivamente.

La tincién para fosfatasa alcalina dio positiva para las PDLSCs cultivadas con medio de
diferenciacion osteogénico comercial en las cuatro lineas celulares tifiéndose de color violeta
oscuro. Esta tincion pudo observarse a simple vista, pero para un mayor detalle, se realizaron

fotografias con el microscopio Optico para apreciar la tincioén en los cuerpos celulares (Fig. 6).

Los controles negativos de cada uno de los grupos de PDLSCs que se sembraron con medio de

mantenimiento, dieron negativo en la tincion de la fosfatasa alcalina (Fig. 7).
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Alcalina tras diferenciacion osteogénica de mantenimiento reconstituido
PDLSCs
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Para los grupos de PDLSCs que fueron sembrados con medio de diferenciacion adipogénico, se
mostraron colonias de vacuolas lipidicas al tefiir las muestras con Oil Red y visualizarse al
microscopio Optico, se pudo observar también el cambio morfoloégico sufrido durante su
diferenciacion, pasando de ser células de aspecto fibroblastoide a células con multiples y pequenas

vacuolas en su interior y de aspecto mas ovoide (Fig.8).

- i Fl
- x L
Fig. 8: Dia 21. Tincién positiva para Oil Red tras
diferenciacion adipogénica de las PDLSCs

Por ultimo, los grupos de PDLSCs que fueron cultivados con medio de diferenciacion condrogénico
comercial, serdn tefiidos con azul alcian, generando un caracteristico color azul al producirse la
tincion de los mucopolisacaridos presentes en la matriz cartilaginosa. Debido a la limitacion
temporal del presente estudio, la prueba histoquimica no ha podido presentarse, quedando a la

espera de corroborar definitivamente la diferenciacion hacia el linaje condrogénico.
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VIIL DISCUSION:

El aislamiento y cultivo de células madre mesenquimales a partir de tejidos de localizacion
intraoral, se estd conviertiendo en un pilar de gran importancia en la Ingenieria Tisular en los
ultimos afios. En distintas localizaciones, se ha podido comprobar la presencia de células madre,
entre los que se encuentra la pulpa dental de dientes permanentes y dientes temporales (Gronthos S
et al., 2000), tejido gingival (Zhang Q et al., 2009), ligamento periodontal (Seo BM et al., 2004),
hueso alveolar (Matsubara T et al., 2005), papila apical (Sonoyama W et al., 2006), foliculo dental
(Morsczeck C et al., 2005) y tejido periapical inflamado (Liao J et al., 2011).

Los hallazgos del presente estudio, parecen ratificar que el LP contiene células madre multipotentes
que pueden aislarse y expandirse in vitro, proporcionando un reservorio Unico de células madre
caracterizado por su gran accesibilidad. Es importante destacar el hecho de que, las PDLSCs
recogidas de un solo diente, pueden dar lugar a multitud de células madre, debido a su capacidad de
proliferacién ex vivo. Por lo tanto, la generacion de tejidos mediante PDLSCs podria tener una

aplicacion terapéutica regenerativa en un futuro.

La identificacion de PDLSCs se ha llevado a cabo tomando como referencia el protocolo de
Dominicci publicado en 2006 (Dominicci M. et al., 2006). Sin embargo, la principal limitacion del
presente estudio, es que pese a que la publicacién de este protocolo pretendia homogeneizar los
métodos de identificacion y caracterizacion de las células madre mesenquimales, ain en la
actualidad, no en todos los estudios se evaluan e identifican las PDLSCs de la misma manera, lo

que dificulta el hecho de poder establecer comparaciones de manera homogénea.

El primer estudio en el que se logrdé demostrar la existencia de células madre multipotentes en el
ligamento periodontal fue el descrito por Seo B.M. y colaboradores en 2004 (Seo BM et al., 2004).
El protocolo de aislamiento de PDLSCs de este articulo, fue tomado como referencia para nuestro
estudio. Sin embargo, puesto que se trata de un articulo anterior a la publicacién de la ISCT, los
anticuerpos que se usan como referencia para identificar a las células madre (STRO-1 y CD146), no
coinciden con los propuestos por Dominicci M. Paralelamente a la identificacion mediante
anticuerpos, Seo B.M y cols., también llevaron a cabo la inducciéon de PDLSCs hacia células
formadoras de hueso y adipocitos, verificando su diferenciacion mediante histoquimica tal y como
también se hizo en nuestro estudio. Sin embargo, pese a esta capacidad de diferenciacion hacia los
linajes osteogénico y adipogénico, parece ser que en el caso de la diferenciacion osteogénica, los

nddulos de mineralizacion 6sea son mas pobres en células madre de localizacion periodontal que en
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los procedentes de la pulpa dental segun el propio autor indica en su articulo. Adicionalmente, en su
estudio, pudieron observar la regeneracion a partir de PDLSCs de defectos periodontales creados en
ratas inmunocomprometidas, observandose la presencia de células formadoras de cemento y de
fibras de colageno in vivo. Por lo tanto, las PDLSCs parece que no s6lo son capaces de diferenciarse
hacia hueso, tejido adiposo y cartilago, sino que son también capaces de diferenciarse hacia células
que parecen ser cementoblastos. No obstante, la dificultad actual para poder afirmar con exactitud la
capacidad de diferenciacion de las PDLSCs hacia verdaderos cementoblastos radica en el escaso
nimero de marcadores especificos, conociéndose por el momento solo dos: la Proteina de Cemento
1 (CEMP-1) y la proteina de adhesion al cemento (CAP) considerandose condiciones necesarias
aunque no suficientes ain para afirmar su presencia. En este sentido, otro de los estudios que han
estudiado la regeneracion de defectos periodontales y diferenciacion hacia células formadoras de
cemento mediante células madre es el de Nufiez J. y colaboradores (Nufiez J et al., 2012) cuyo
protocolo de caracterizacion se bas6é en la diferenciacion osteogénica y determinacion de los
marcadores de superficie CD73, CD90, CD44, CD105, CD34, CD45, CD11b, CD80, CD19 and
HLA-DR coincidiendo con los propuestos por la ISCT.

Otro de los estudios en el que se lograron aislar células madre del ligamento periodontal, fue en el
estudio de Zheng W. y colaboradores (Zheng W et al., 2009). En éste, se evalud la capacidad de
proliferacion y diferenciacion de las PDLSCs en funcién de la edad de los sujetos donantes,
observandose diferencias estadisticamente significativas en el niimero, apariencia morfoldgica,
capacidad proliferativa y multipotencialidad in vitro a favor de las PDLSCs procedentes de sujetos
jovenes (15+4 afos). En nuestro estudio, no se hicieron comparativas con respecto a la edad,
aunque si se tuvieron en cuenta estos resultados a la hora de disefiarlo. De tal modo, que en uno de
los criterios de inclusioén se hizo referencia a la edad, incluyéndose en el estudio s6lo pacientes
cuyas edades estuviesen comprendidas entre los 18 y 30 afios a fin de poder aumentar la validez
externa de nuestro estudio. En cuanto al método de identificacion de las PDLSCs, pese a ser un
estudio publicado posteriormente al de la ISCT, al igual que en el estudio de Seo y colaboradores
utilizan so6lo los anticuerpos STRO-1 y CDI146. También se llevd a cabo la verificacion de
diferenciacion hacia los linajes osteogénico y adipogénico comprobados mediante histoquimica,

aunque no se verifico la diferenciacion hacia la estirpe condrogénica.

Para Singhatanadgit y cols., en su estudio, la caracterizacion celular mediante citometria de flujo de
las PDLSCs han de presentar resultados positivos para los anticuerpos CD29 y CD44 y negativos
para CD34 y CD45 y adicionalmente, las PDLSCs han de tener capacidad de diferenciacion

osteogénica, adipogénica y codrogénica mediante medios de induccion comercial. Aunque para este
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estudio, tampoco existe una coincidencia completa con los anticuerpos determinados por la ISCT, si
que se evaluan dos de los anticuerpos propuestos que son CD34 y CD45, propios de células
hematopoyéticas, cuyos resultados positivos descartarian su caracterizacion como células madre
mesenquimales. Por primera vez, se observa diferenciacion condrogénica que hasta ahora en el

resto de articulos publicados no se habia evaluado.

Cabe sefialar que, la positividad o negatividad de los marcadores de superficie en la citometria de
flujo no se puede utilizar como la confirmacion absoluta en la caracterizacion de células madre,
aunque el aumento del nimero de marcadores de superficie estudiados si que incrementa la
probabilidad de que sean células madre. Es por ello, por lo que en nuestro estudio se evaluaron
todos los anticuerpos propuestos por la ISCT a fin de poder establecer comparativas lo mas

homogéneas posibles con el resto de la literatura disponible.

A modo de conclusion, cabe sefalar que una de las principales limitaciones en la investigacion con
CMM radica en la falta de cohesion entre los parametros de caracterizacion de éstas células como
tales. En este sentido, el protocolo de identificacion y caracterizacion de CMM varia entre articulos,
siendo necesario un protocolo fijo que otorgue fiabilidad y certeza para poder en lo sucesivo seguir

evaluando la capacidad regenerativa de estas células.
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VIII. CONCLUSIONES:

A la luz de los resultados obtenidos en el presente estudio, cabe sefalar las siguientes conclusiones:

El ligamento periodontal constituye una fuente alternativa para la obtencion de CMM.

Las CMM obtenidas en el ligamento periodontal presentan capacidad de diferenciacion
osteogénica, condrogénica y adipogénica inducidas por el medio en el que se encuentran

rodeadas.

La determinacion fenotipica mediante marcadores de superficie especificos constituye una

importante herramienta en la caracterizacion de las CMM.

La positividad o negatividad de los marcadores de superficie en la citometria de flujo no se
puede utilizar como confirmacidén absoluta en la caracterizacion de las células madre,
aunque el aumento del nimero de marcadores de superficie estudiados si que incrementa la

probabilidad de que sean células madre.

Se hace necesaria la estandarizacion de un protocolo que asiente unas bases comunes en la
caracterizacion de las CMM, a fin de otorgar a los estudios una mayor validez externa y
poder establecer conclusiones homogéneas comparables con el resto de literatura cientifica

disponible.
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IX. ANEXOS:

CUESTIONARIO DE SALUD DEL PACIENTE
Facultad de Odontologia
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

1. Cuestionario de salud para el paciente:

DATOS DE FILIACION:

Iniciales del paciente:

N° de paciente:

Teléfono:

Fecha:

DATOS DEMOGRAFICOS:

Fecha de Nacimiento: / /

Sexo: 1. Hombre ( ) 2. Mujer ( )

Consentimiento ( ) Fecha: / /

(Se le dio la hoja informativa al paciente? 1.Si( ) 2.No( )

HISTORIA MEDICA:

NO | Si, DESCRIBIR:

ALERGIAS

CARDIOVASCULAR

RESPIRATORIO
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METABOLICO

HEPATICO-RENAL

HEMATOLOGICO

NEUROLOGICO

PSIQUIATRICO

ONCOLOGICO

CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION:

CRITERIOS DE INCLUSION:

Para ser el paciente incluido en el estudio, la respuesta a las siguientes preguntas debe ser Si en

todos los casos:

1. ¢(Estd la edad del paciente comprendida entre 18-30 afios?
2. ¢éSonincluidos los terceros molares subsidiarios de cirugia?
3. ¢Presenta el paciente un buen estado de salud?

4. ¢Fue entregada y explicada la hoja informativa al paciente?
5. ¢Se ha otorgado el consentimiento informado al paciente?

CRITERIOS DE EXCLUSION:

Si \No\ \
Si |No\ \
Si |No\ \
Si \No\ \
Si \No\ \

La respuesta a las siguientes preguntas debe ser NO en todos los casos. Si en alguna es Si, el

paciente debe ser excluido del estudio.

1. ¢Presenta terceros molares enclavados o visibles en boca?
2. (¢Estd la paciente embarazada?

3. ¢Presenta el paciente algun tipo de enfermedad sistémica?
4. ¢Toma algun tipo de medicacion de manera crénica?

5. ¢Fueron los cordales extraidos mediante odontoseccion?

6. ¢Es el paciente fumador?

si | NO | |
Si | NO | |
si | NO | |
si | NO | |
si | NO | |
Si | NO | |
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2. Consentimiento Informado para participar en el Estudio de Investigacion Clinica:

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO DE
INVESTIGACION CLINICA

Titulo del protocolo: Analisis de la expresion genética de células madre obtenidas del

licamento periodontal segun la influencia del medio.

Investigador principal: Luis Blanco Jerez
Universidad en donde se realizara el estudio: Facultad de Odontologia de la Universidad

Complutense de Madrid

Nombre del paciente:

Usted esta siendo invitado a participar en este estudio de investigacion médica. Antes de decidir si
participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados. Este proceso se
conoce como consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para preguntar cualquier
aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le pedira que firme

ésta en forma de consentimiento.

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO:

El intento por restablecer el hueso perdido, ha intentado suplirse mediante el uso de injertos de
diversa naturaleza. Sin embargo, las altas tasas de reabsorcion de injertos, la morbilidad,
hospitalizacion en casos de injertos extraorales (injertos fuera de la boca) o menores tasas de éxito,
son algunos de los inconvenientes que se reportan con mas frecuencia. Por otra parte, no es inusual
que el profesional se encuentre con una disponibilidad limitada de tejidos autdlogos (tejidos del
propio paciente).

No son pocas las complicaciones que existen en cuanto a la aplicacion de células madre. Sin
embargo, podrian proporcionar esperanzadoras soluciones en el campo de la regeneracion Osea y
periodontal (formacion de hueso y tejidos que rodean al diente), asi como en pacientes oncologicos,
rehabilitaciones tras traumatismos, o en pacientes afectos de malformaciones congénitas (en el

nacimiento).
30



ANEXOS

OBJETIVOS DEL ESTUDO:

A usted se le esta invitando a participar en un estudio de investigacion que tiene como objetivos
entender mejor la capacidad de regenerar tejidos orales mediante el uso de células madre. Esto,
ayudard a mejorar el conocimiento en este campo contribuyendo a entender su capacidad

regenerativa.

BENEFICIOS DEL ESTUDIO:

Este estudio ayudard a proporcionar un mayor entendimiento en el campo de la regeneracion de los
tejidos orales mediante el uso de células madre. Por ejemplo, la capacidad de generar hueso y otros
tejidos mediante el uso de células madre en el propio paciente del que son obtenidas.

Los examenes de laboratorio son sin costo para usted. Sus datos personales no se pondran en ningun
momento en conocimiento para nuestro estudio y los resultados obtenidos serdn manipulados y
proporcionados exclusivamente por odontdlogos con fines de investigacion en el laboratorio de

Ingenieria Tisular de la Universidad Complutense de Madrid.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO:

Si reune las condiciones y de aceptar participar se le realizaran las siguientes pruebas y

procedimientos:

1. Se realizard un breve cuestionario de salud con el objetivo de valorar sus antecedentes médicos
previos a la cirugia de cordales incluidos.

2. Una vez realizada la extraccion, los cordales serdn transportados al laboratorio de Ingenieria
Tisular de la Universidad Complutense de Madrid, en una solucion especifica para mantener las
cualidades bioldgicas necesarias para nuestro estudio.

3. Las muestras de material bioldgico obtenidas en este proyecto, formaran parte de un reservorio
de muestras bioldgicas que podran ser utilizadas en proyectos futuros. De igual manera, la
informacion generada de este proyecto podra ser utilizada para el desarrollo de investigaciones
futuras.

4. Las muestras biologicas utilizadas en investigacion biomédica, se conservaran unicamente en
tanto sean necesarias para los fines que justificaron su recogida, salvo que usted haya otorgado
su consentimiento explicito para otros usos posteriores, tal y como especifica el art. 61 de la
Ley de Investigacion Biomédica 14/2007.

5. Para su tratamiento y eliminacion, deberd atender a criterios de inocuidad, asepsia y salubridad

con el fin de garantizar la eliminacion de los gérmenes patdgenos y la proteccion del medio
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ambiente. Los residuos se recogerdn en bolsas y recipientes cuyas caracteristicas técnicas se

adaptaran a los criterios siguientes:
- Estanqueidad total.
- Opacidad a la vista.
- Resistentes a la rotura
- Asepsia total en su exterior.
- Ausencia total en su exterior de elementos solidos, punzantes y cortantes.
- Volumen no superior a 70 litros.

- Cierre especial hermético de facil apertura y que no pueda abrirse de forma accidental
La eliminacion completa del material sera llevada a cabo por empresas autorizadas que ofrezcan
toda la garantia de no contaminar el medio ambiente.
6. Los datos personales que se recojan seran obtenidos, tratados y almacenados cumpliendo en todo
momento el deber de secreto, en conformidad a la Ley Organica de Proteccion de Datos de
Caracter Personal 15/99. La identificacion de las muestras bioldgicas sera sometida a un proceso
de codificacion. A cada muestra se le asignara un codigo de identificacion, que coincidird con el de
la historia clinica del paciente, de forma que los investigadores no conozcan en ningiin momento los

datos personales del donante.

RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO:

Ningun riesgo adicional deberd ser tenido en cuenta para nuestro estudio mas que las
consideraciones postoperatorias propias de una cirugia de cordales incluidos sobre las que ya ha
sido debidamente informado. Lo inico que le pedimos es que nos done sus terceros molares, de los

que extraecremos las células madre que en ningin caso serdn re-introducidas en ninguna persona.

ACLARACIONES:

« Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

« No habré ninguna consecuencia desfavorable para usted en caso de no aceptar la invitacion.

« Si decide participar en el estudio, puede retirarse en el momento que lo desee aun cuando el
investigador responsable no se lo solicite, pudiendo informar o no sobre las razones de su
decision, la cual sera respetada en su integridad.

 No tendré que hacer gasto alguno relacionado con el presente estudio.

« No recibira pago por su participacion.
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 En el transcurso del estudio, usted podréd solicitar informaciéon actualizada sobre el mismo al
investigador responsable.

« Sus datos personales no seran en ningiin momento utilizados. Todos los datos caracter personal,
obtenidos en este estudio son confidenciales y se trataran conforme a la Ley Organica de
Proteccion de Datos de Caracter Personal 15/99.

» Todas las muestras biologicas seran seradn procesadas, almacenadas y destruidas conforme a lo
establecido en el Art. 61 de la Ley de Investigacion Biomédica 14/2007.

« Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede firmar el

Consentimiento Informado que forma parte de este documento.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he

leido y comprendido la informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera
satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser
publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en este estudio de
investigacion. Comprendo que mi participacion es voluntaria y soy libre de participar o no en el
estudio. Se me ha informado que todos los datos obtenidos en este estudio seran confidenciales y se
tratardn conforme establece la Ley Organica de Proteccion de Datos de Caracter Personal
15/99. Se me ha informado de que la donacion/informacion obtenida sélo se utilizara para los fines
especificos del estudio. Comprendo que puedo retirarme del estudio, cuando quiera, sin tener que

dar explicaciones y sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Firma del participante Fecha

Esta parte debe ser completada por el Investigador (o por su representante):

He explicado al Sr.(a). la

naturaleza y los propositos de la investigacion; le he explicado riesgos y beneficios de su
participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene
alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normativa correspondiente para realizar
investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el presente documento.

Firma del investigador (o representante).

Fecha:
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CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO:

Titulo del protocolo: Analisis de la expresion genética de células madre obtenidas del

licamento periodontal segun la influencia del medio.

Investigador principal: Luis Blanco Jerez

Universidad en donde se realizaré el estudio: Universidad Complutense de Madrid

Nombre del paciente:

Por este conducto deseo informar por escrito de mi decision de retirarme de este protocolo de

investigacion por las siguientes razones (opcional):

Si el paciente asi lo desea, podra solicitar que le sea entregada toda la informacion que se haya

recabado sobre ¢él, con motivo de su participacion en el presente estudio.

Firma del participante

Fecha

(Se debera elaborar por duplicado quedando una copia en poder del paciente)
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3. Aprobacién del protocolo por parte del Comité Etico de Investigacion Clinica:

Informe Dictamen Protocolo Favorable

"- sospital Clinico San Carlos = C.P. - C.I. 16/065-E
el

26 de febrero de 2016

CEIC Hospital Clinico San Carlos

Dra. Mar Garcia Arenillas
Presidenta del CEIC Hospital Clinico San Carlos

CERTIFICA

Que el CEIC Hospital Clinico San Carlos en su reunion del dia 17/02/2016, acta 2.2/16 ha evaluado la
propuesta del promotor/investigador referida al estudio:

Titulo: "ANALISIS DE LA EXPRESION GENETICA DE CELULAS MADRE OBTENIDAS DEL
LIGAMENTO PERIODONTAL SEGUN LA INFLUENCIA DEL MEDIO™

Que en este estudio:

o Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacidn con los objetivos del
estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

o Es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado.

o La capacidad del investigador y los medios disponibles son adecuados para llevar a cabo el
estudio.

o El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto de los
postulados éticos.

o Se cumplen los preceptos éticos formulados en la Declaracidn de Helsinki de la Asociacion
Médica mundial sobre principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos y en sus
posteriores revisiones, asi como aquellos exigidos por la normativa legal aplicable en funcién de las
caracteristicas del estudio.

Es por ello que el Comité informa favorablemente sobre |z realizacidn de dicho proyecto por el Dr. Luis
Blanco Jerez como investigador principal en el Departamento de Medicina y Cirugia Bucofacial. Facultad de
Cdontologia de la Universidad Complutense de Madrid.

Lo que firmo en Madrid, a 26 de febrero de 2016
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Dra. Mar‘Garda Arenillas
Presidenta del CEIC Hospital Clinico San Carlos

Hospital Ainko San Carlos Pagina 1 de 1
Doctor Martin Lagos, s/n Madrid 28040 Madrid Espafia

Tel. 91 330 34 13 Fax. 91 330 32 99 Correo elecrdnico ceic.hcso@salud. madrid.org
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