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Resumen

La investigacion sobre células troncales en regeneracion de
tejidos dafados ha crecido debido al potencial de mejorar
diversas afecciones. Las células troncales de piezas dentales
son una opcion para ser utilizadas en ingenieria de tejidos,
requiriendo contar con procedimientos estandarizados para
su procesamiento con el fin de lograr un adecuado aislamiento
y cultivo. Objetivo: Realizar una evaluaciéon de distintos
procedimientos para aislamiento, cultivo y propagacion de
células troncales de pulpa dental (DPSC por sus siglas en
inglés). Materiales y Métodos: Estudio cuasiexperimental
con muestreo no probabilistico para aislamiento de DPSC,
donadas bajo consentimiento informado. Se probaron
diversos métodos; para el acceso a la cdmara pulpar se probd
la perforacién mecanica utilizando fresadoras y piezas de
mano de alta velocidad, ademas de un método de corte a nivel
de tercio cervical dividiendo corona y raiz utilizando una
pieza de mano de baja velocidad con disco de diamante. Se
extrajo la pulpa dental disgregando las células por diversos
métodos enzimaticos procediendo al cultivo en monocapa
para el aislamiento. La fenotipificacion celular fue por
citometria de flujo detectando marcadores mesenquimales
(CD44, 73, 90, 105), ademas se realizaron ensayos de
multidiferenciacion hacia linajes osteogénico, condrogénico
y adipogénico. Por ultimo, las DPSC se criopreservaron en
nitrégeno liquido. Resultados: Procedimiento eficaz para la
obtencion, aislamiento y proliferacion de DPSC, confirmando
con morfologia, expresion de marcadores mesenquimales,
multipotencialidad y adhesién en plastico. Conclusién: Se
logré estandarizar un protocolo de aislamiento de DPSC
(transporte, procesamiento de piezas dentales, aislamiento,
cultivo y proliferacion), observando mejor aislamiento de
DPSC a partir de molares con apice inmaduro, provenientes
de pacientes con promedio de edad de 25 afios.
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Abstract

Research on stem cells regenerating damaged tissues has
grown due to the potential to improve various ailments.
Tooth stem cells are an option to be used in tissue
engineering, requiring standardized procedures for their
processing in order to achieve adequate isolation and
culture. Objective: To carry out an evaluation of different
procedures for the isolation, culture and propagation of
dental pulp stem cells (DPSC). Materials and Methods:
Quasi-experimental ~ study with  non-probabilistic
sampling for isolation of DPSC, donated under informed
consent. Various methods were tried; for access to the pulp
chamber, mechanical drilling was tested using milling
machines and high-speed handpieces, as well as a cutting
method at the cervical third level dividing crown and
root using a low-speed handpiece with a diamond disc.
The dental pulp was extracted by disintegrating the cells
by various enzymatic methods proceeding to monolayer
culture for isolation. Cell phenotyping was by flow
cytometry detecting mesenchymal markers (CD44, 73, 90,
105); in addition, multidifferentiation tests were carried
out towards osteogenic, chondrogenic and adipogenic
lineages. Finally, the DPSCs were cryopreserved in liquid
nitrogen. Results: Efficient procedure for obtaining,
isolating and proliferating DPSC, confirming with
morphology, expression of mesenchymal markers,
multipotentiality and plastic adhesion. Conclusion: A
DPSC isolation protocol was standardized (transport,
dental processing, isolation, culture and proliferation),
observing better isolation of DPSC from molars with
immature apex, from patients with an average age of 25
years.

Keywords: Dental pulp stem cells, Isolation, Mesenchymal
stem cell culture, Mexican population.
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Introduccion

Las células troncales, del inglés Stem cells (SC), o
coloquialmente conocidas como células madre, son un
tipo de células capaces de autorenovarse y diferenciarse
casi en cualquier estirpe celular que constituye al ser
humano, por ende, el potencial de ser utilizadas como
base de terapias que estén relacionadas con el reemplazo
cuando existe dafo tisular es de alta relevancia. Estas
células han sido efectivas para la regeneracion de hueso,
cartilago articular, higado y para el tratamiento de
diabetes, enfermedad periodontal, infarto de miocardio,
neuropatia, osteoartritis, lesion de la médula espinal, etc., y
otras enfermedades que se encuentran bajo investigacion.
Los resultados experimentales y clinicos indican que el
trasplante de SC proporciona un efecto beneficioso sobre
el tejido lesionado induciendo angiogénesis, disminucion
del estrés oxidativo, estimulando supervivencia y
proliferacion celular.! Se pueden obtener de diversas
fuentes como tejido adiposo, medula dsea, gelatina de
Wharton, placenta, entre otras, sin embargo, la obtencién
de estas células de piezas dentales (DSC, por sus siglas
en inglés), se propone como una alternativa viable.
Siguiendo las directrices de la Sociedad Internacional
de Terapia Celular (ISCT), las SC del tipo mesenquimal,
(MSC), pueden identificarse mediante la expresion de
marcadores de superficie celular (CD105, CD73, CD90,
CD45 entre otros) con al menos un 95% de expresion
y otro panel de marcadores hematopoyéticos con una
expresiéon no mayor del 2% (CD34-, CD14-, CD11b-,
CD79-, CD19-, HLA -DR- entre otros), ademdas deben
tener el potencial de diferenciacién a multiples linajes
como osteogénico, adipogénico y condrogénico. Se sabe
que las MSC pueden presentar caracteristicas bioldgicas
diferentes segtin la fuente de tejido y los procedimientos
de aislamiento y cultivo.>*-

Aunque se ha logrado la obtencién de MSC, atin se siguen
buscando fuentes celulares de facil acceso, que minimicen
los procedimientos quirurgicos invasivos que ademas no
generen controversias éticas .> Las DSC, son una opcién
viable para ser utilizadas en terapia celular o medicina
regenerativa, estas células han sido aisladas de piezas
dentales de desecho, lo cual les da un valor agregado. *”*

La extraccion de terceros molares retenidos es el
procedimiento de cirugia oral que se realiza con mayor
frecuencia, en demanda de tratamientos ortodéncicos,
ya que la toma de radiografias panoramicas permite la
deteccion precoz de dientes no erupcionados, una vez
removidos se convierten en desecho bioldgico, que puede
ser aprovechado como una fuente factible de SC. Las
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células mesenquimales dentales (DMSC, por sus siglas
en inglés) también se han estudiado en el tratamiento de
diversos padecimientos.® En particular, la pulpa dental
es posiblemente la fuente mds accesible de células madre
posnatales, sin embargo, no es la unica fuente mds de
células dentales.’

Existen células trocales encontradas en el ligamento
periodontal, que mantienen la homeostasis y la
regeneracion del tejido periodontal, asi como hacia células
formadoras de colageno.” También se han reconocido las
células troncales de la papila apical, este es un tejido situado
en los apices del diente permanente que se esta formando,
es decir en las aperturas de la pulpa dental después de la
raiz, son las precursoras de los odontoblastos primarios,
responsables de la formacién de la dentina radicular.’ Por
otro lado, las células troncales del foliculo dental, es un
tejido ectomesenquimal que rodea el 6rgano del esmalte
y la papila dental del germen del diente permanente en
formacion. Este tejido contiene células troncales que son
las que acabaran formando el periodonto, constituido
por cemento, ligamento, hueso alveolar y encia.'” Uno
de los tipos de células troncales mas investigados son
las obtenidas de la pulpa dental (DPSC, por sus siglas
en inglés), siendo las primeras células troncales dentales
que se aislaron en el aflo 2000 por Gronthos y Cols."
La produccién de DPSC es de 1 % de todas las células y
segun aumenta la edad del individuo, la disponibilidad de
estas células se ve reducida. Se han estudiado sobre todo
las células que provienen de terceros molares y dientes
supernumerarios. Cabe destacar, que, si son aisladas
durante la formacién de la corona, las DPSC son mas
proliferativas. Esto se refiere a que durante la formacion
de la corona ocurre un proceso de diferenciacion celular
hacia odontoblastos y otras células, los cuales se encargan
de formar la dentina y otras estructuras dentarias."?

El complejo dentina-pulpa tiene un potencial
regenerativo natural que conduce a la formacién de
dentina terciaria. Los odontoblastos pueden sobrevivir a
lesiones leves, como el desgaste o la caries temprana, y
secretan una matriz de dentina reaccionaria. Sin embargo,
los traumatismos de mayor intensidad, como caries
avanzadas o procedimientos de restauracién, pueden
provocar la muerte de los odontoblastos preexistentes.'?

En especifico, en los dientes permanentes tenemos cuatro
grupos: incisivos, caninos, premolares y molares. Estos
grupos estan presentes en los cuatro cuadrantes en los
que se divide la cavidad bucal. Dentro del grupo de los
molares tenemos un tercer molar por cada cuadrante,
en total cuatro terceros molares. Se les nombra asi
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por el orden cronoldgico ya que son las ultimas en
erupcionar.'

Un 75 % de la poblacién joven presenta problema
de dientes retenidos. Se denomina dientes retenidos,
incluidos o impactados a aquellos que una vez llegada
la época normal de erupcién quedan encerrados dentro
de los maxilares y mantienen la integridad de su saco
pericoronario fisiologico." El tercer molar es un diente que
erupciona durante el inicio de la vida adulta, delos 17 aflos
en adelante. Los terceros molares en muchos casos pueden
ver interrumpido su proceso de erupcion, esto provoca
su retencion parcial o total dentro de los maxilares. Estas
se pueden asociar con alteraciones anatomopatoldgicas
como inflamacién y ulceracion de la zona vecina de las
encias, dafo a las raices de los segundos molares, caries en
los segundos molares, enfermedad de la encia y del hueso
alveolar alrededor de los segundos molares y el desarrollo
de quistes o tumores.'® Estas alteraciones y su prevencion
son la justificacién principal de la extraccién temprana
de los terceos molares. Actualmente los terceros molares
retenidos y su patologia representan un porcentaje
elevado de actuacion profesional de la salud publica y
privada, hasta el punto en el que la exodoncia del tercer
molar ha sido la intervencién quirurgica que representa el
mayor porcentaje de actividad de los servicios de cirugia
oral y maxilofacial.

Los molares extraidos son un desecho bioldgico, es decir,
no tiene algun uso o fin para el paciente u odontélogo
asi que pueden ser aprovechados para el aislamiento de
DPSC, esto disminuye en demasia las controversias éticas
y nos presenta una obtencion factible para la obtencion
de este tipo de células.® Algunos autores mencionan que
la capacidad de proliferaciéon de las DMSC, Lizier et al.
2012 puede permanecer al menos durante 6 meses sin
cambios en la morfologia o la expresién de marcadores
mesenquimales.'*"” Para algunos investigadores la
capacidad de proliferacién se puede mantener por lo
menos 25 pasajes después de la criopreservacion celular.'

Pese a los avances en este tema atn son limitados los
reportes que contienen informacién sobre el correcto
manejo del diente para facilitar la obtencién celular.
Existen reportes de paises donde manejan algunas técnicas
de extraccion celular de los dientes y conservacion de las
DMSC e incluso se tienen bancos celulares de origen
dental para criopreservacion y aislamiento como: Japén,
el primer banco de dientes se estableci6 en la Universidad
de Hiroshima llamado © tres soportes” (Suri Buraketto),
BioEDEN (Austin, Texas), StemSave, la tienda-a-Tooth
en EE. UU, El BANK3 en Noruega, en India Stemade

Biotech Pvt. Ltd. (Delhi, Chennai, Chandigarh, Pune,
y Hyderabad). Cabe resaltar con esto la importancia
de analizar procedimientos de aislamiento de DMSC
en pacientes de México.>" Por tal motivo se llevd a
cabo el andlisis de un protocolo para el aislamiento de
células mesenquimales de pulpa dental, para que en un
futuro se pueda establecer un protocolo estandarizado y
eficiente para la creacion de bancos de DMSC en México
y su utilizacion en los distintos campos mencionados
anteriormente.

Material y Métodos

Se aplicé un disefio cuasiexperimental analitico, con
un muestreo no probabilistico por conveniencia. Para
la obtencion de las piezas dentales se seleccionaron
pacientes por medio de consentimiento informado, del
area de Cirugia Maxilofacial del hospital civil nuevo”
Dr. Juan I. Menchaca”. Se tomé una muestra total de 180
dientes considerando los siguientes criterios:

Criterios de inclusion

Pacientes, de edad entre 5 y 45 afios, ambos sexos,
cualquier nivel socioecondémico, donadores de piezas
dentales tanto permanentes como temporales, incluidas
y/o erupcionadas, recientemente extraidas con presencia
de tejido organico como pulpa dental o ligamento
periodontal o foliculo dental o con presencia de tejido
apical cariados en un porcentaje menor al 30%. Con dpice
maduro e inmaduro.

Criterios de exclusion

Pacientes mayores de 45 anos. Piezas dentales que
presenten lesiones cariosas por arriba del 70-80% del total
de la pieza dental. Terceros molares que en la radiografia
presenten zonas radiolicidas periapicales. Terceros
molares que presenten fracturas de corona con exposicion
pulpar antes de la exodoncia. Terceros molares que
durante el procedimiento de extraccion (exodoncia) se
pierda el tejido pulpar. Terceros molares que durante el
procedimiento de extracciéon se comunica con el tejido
pulpar.

Criterios de eliminacién

Piezas dentales totalmente fragmentadas y dafiadas en
cuanto a caries y procesos infecciosos. Piezas dentales que
se contaminaron en el proceso de aislamiento y cultivo
celular.

Mantenimiento de las piezas dentales obtenidas

Las piezas dentales extraidas mediante cirugia maxilar, se
colocaron en un tubo de 15 mL con medio de preservacion,
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para ello se probaron tres medios de transporte: a) RPMI-
1640 +10% DMSO +10% albimina humana +10% SFB
+100 U/mL penicilina + 100 mg/mL estreptomicina +
0.25mg/mL de anfotericina B; b) Sales de HANK'S +
10%DMSO +10% albumina humana +10% SFB +100 U/
mL penicilina + 100 mg/mL estreptomicina + 0.25 mg/mL
de anfotericina B; ¢) MEM + 10% DMSO +10% albumina
humana +10% SFB +100 U/mL penicilina + 100 mg/mL
estreptomicina + 0.25 mg/mL de anfotericina B.

Se realiz6 la identificacion de las muestras (asignacion de
namero a cada paciente en forma ascendente junto con
la nomenclatura de la Federaciéon Dental Internacional,
donde se clasifican con dos digitos, el primer digito
correspondiente al nimero de cuadrante y el segundo
digito correspondiente al tipo de pieza dental), ademas de
registrar si es un diente con dpice maduro o inmaduro.
Posterior a esto se trasladaron en cadena fria al
laboratorio. El tiempo transcurrido desde la recoleccion
hasta su tratamiento no fue superior a 40 horas.

Extraccion de pulpa dental

Se trabaj6 en condiciones asépticas con material
esterilizado por autoclave y manipulacién bajo
campana de flujo laminar. Se descontaminé el diente
a través de un tren de desinfeccién como se describe a
continuacién: 1) Se limpidé con gasa y anfotericina B
50pg/mL, posteriormente se sumergio en tres soluciones,
yodopovidona 8%, PBS 1X con 100U/100mg/mL de
Penicilina/Estreptomicina al 5% y clorhexidina al 0.12%,
una a la vez por un minuto aproximadamente, en ese
orden. Este paso se buscé eliminar microorganismos que
puede contener el diente en su superficie, producto de la
manipulacion de extraccidn, contacto con saliva y sangre,
etc. A continuacion, se buscé llegar al tejido blando dental,
las muestras fueron en su totalidad terceros molares,
de los cuales se trabajé la pulpa dental, para obtenerla
se perforaron o fraccionaron utilizando 2 métodos: a)
Utilizando pieza de mano de uso odontoldgico de alta
velocidad (Appledental, Espana) se perfor6 desde la
corona hasta llegar a la cdmara pulpar. Para perforar el
esmalte y dentina de la corona se utiliz6 una fresa redonda
de carburo niimero 8 (Tungsteno, Espafia) colocada en
direccién longitudinal a la raiz del diente en el centro de la
corona dental, se perford el esmalte hasta llegar a dentina;
posteriormente se utiliz una fresa de carburo numero
2 (Tungsteno, Espafia) para hacer comunicacién hasta
llegar a la camara pulpar, una vez comunicado se utilizd
una fresa endo Z (Maillefer, Suiza) de punta inactiva para
ampliar la cavidad antes formada y tener mejor acceso
cuidando de dafiar lo menos posible la cdmara pulpar.
Con esta metodologia se trabajaron 76 dientes; b) Se
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tomo la pieza dental por la corona con un férceps para
exodoncia 222 (TBS, México), se cort6 el diente a nivel
de tercio cervical dividiendo corona y raiz, utilizando una
pieza de mano de baja velocidad (Medidental) con disco
de diamante de doble vista con mandril (Mestra, Madrid)
irrigando con jeringa hipodérmica con agua inyectable
a manera de goteo para evitar el sobrecalentamiento del
diente. Con esta metodologia se trabajaron 104 dientes.

Aislamiento de DPSC

Al quedar expuesta la pulpa, se extrajo mecanicamente
de la cdmara pulpar y de la zona radicular con ayuda de
cucharillas para dentina del nimero 3 (Arain, México)
pinzas finas y limas flexo file calibre 15-30 (Maillefer,
Suiza). La pulpa dental extraida se seccion6 en pequeios
fragmentos con una hoja bisturi del nimero 10 marca
(HERGOM, México) y mango para bisturi numero 3
(TBS, México). La pulpa dental se colocd en digestion,
para ello se probaron métodos enzimaticos para disgregar
el tejido, al igual que un método mecanico mediante
tamizaje del tejido de 40um (BD Falcén 352340), se
probo este método en 10 piezas, el segundo método
implementado consistié en agregar 1mL de tripsina al
0.025% (SIGMA) en PBS 1X con 100U/mL de penicilina,
100mg/mL de estreptomicina en agitador a 37°C/160
rpm/20 min. Luego se colocd en vortex por 1 min, y
se repitid el proceso en el agitador con regulador de
temperatura otros 20 min. Una vez finalizado se volvi6 a
colocar en vortex por 1min, se centrifugd a 1500rpm por
5 minutos, se descartd el sobrenadante y se resuspendi6
el pellet en aMEM suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB, marca GIBCO), 2mM L-glutamina,
10uM L-4cido ascorbico 2-fosfato, 100U/100mg/ml 1%
penicilina-estreptomicina y 0.25mg/ml de anfotericina
B. El pellet se coloco en botellas de cultivo de 25cm2 y
cultivaron a 37°Cy 5% CO2. Se revisaron a las 72 horas y
cuando se adhirieron las células fibroblastoides se realiz6
un cambio de medio por DMEM+1% L-Glutamina 2
mM+0.5% 10,000 mg/Penicilina/estreptomicina+ 20%
SEB. Se realizaron cambios de medio cada tercer dia hasta
observar una confluencia minimo del 80%. Después se
realizé el primer pase para expandir el cultivo celular.
Para lo cual se utilizo tripsina al 0.025 % (marca ATCC)
para desprender las células.

Caracterizacion del fenotipo DPSC

Morfologia

La caracterizacion morfoldgica se realizé a través de
microscopia invertida, utilizando un microscopio
invertido con contraste de fases marca OPTIKA, se
identificé a las células adherentes tipo fibroblastoide.
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Citometria

Para este anilisis se utiliz el kit de BD Human MSC
Analysis Kit 562245. Se desprendieron las células con
tripsina al 0.025% de botellas de cultivo; se contaron
en cdmara de neubauer, colocando aproximadamente
500,000 células en microtubo de 1.5 mL. Se prepararon
nueve microtubos (para anticuerpos CD90, CD105,
CD73, coctel hematopoyético, controles de isotipo y
células sin marcar). Se realizé un lavado para retirar el
medio de cultivo, centrifugando las células a 1500rpm
por dos minutos. Se retird el sobrenadante cuidando de
no desprender el botén celular. Se afadieron 100pl de
paraformaldehido al 4% en frio y colocaron en agitacion
constante a 120rpm durante 20 min. Una vez transcurrido
este tiempo, se afiadieron 900ul de PBS/BSA 0.1%. Se
realizé un lavado con PBS a 1500 rpm 2 minutos. Una vez
que se realiz6 el lavado para retirar el paraformaldehido,
se colocaron 5 pL de los anticuerpos individuales a cada
tubo correspondiente y para los controles de isotipo, asi
como 10 pL del coctel positivo y negativo. Se incubaron
toda la noche a 4°C. Se realiz6 un lavado, centrifugando a
1500 rpm durante 2 minutos, se retird el sobrenadante y
resuspendieron en 300ul de PBS/BSA 0.1%. Se analiz6 la
muestra en un citometro Accuri C6 BD®.

Multidiferenciacion

Se realizaron ensayos de multidiferenciaciéon para
verificar su capacidad de diferenciarse a distintas estirpes,
esto para corroborar su multipotencialidad como célula
mesenquimal. Las DPSC se sometieron a diferenciacion
con medios comerciales hacia adipocitos (SIGMA Cat.
811D-250 Stem cell), condroblastos (SIGMA Cat. 411D-
250 Stem cell) y osteoblastos (SIGMA Cat. 417D-250
Stem cell) durante 24 dias en placas de 6 pozos, ademads
se realizaron sus respectivas tinciones para ratificar cada
estirpe.

Rojo oleoso para adipocitos: El rojo oleoso es un colorante
que se fija a las vacuolas lipidicas caracteristicas de los
adipocitos. La tincién se prepard con 0.25 g de rojo
oleoso + 50mL de isopropanol al 100%, cubriendo de
la luz e incubando a 56° durante 12h en bafio maria.
Posteriormente se aford el volumen a 50mL con agua
destilada. Dos horas previas al ensayo, esta solucion se
llevé a 60°. La solucion de trabajo se prepar6 tomando 6
volimenes de la solucién de rojo oleoso combinandolos
con 4 volumenes de agua destilada, se filtré utilizando
membranas de 0.22 pm. Para la tincion, se retiré el medio
de cultivo de los pozos y se enjuagd dos veces con 300uL
de PBS 1x, las células se fijaron con PFA al 4% durante
15 min, se retird el PFA y se agregaron 500uL por pozo
de PBS durante 1 min, se retird este PBS y después se

agregaron 500pL por pozo de isopropanol al 60% en SS
durante 15seg. Se retir¢ el isopropanol y agregaron 500pL
por pozo de la solucién de trabajo y se dejo reposar
durante 20 minutos. Se enjuagé dos veces con 500uL de
PBS y se observo al microscopio.

Azul alciano para condroblastos: El azul alciano es un
colorante que se fija a las fibras de colagena de la matriz
extracelular producidas por los condroblastos. El azul
alciano se prepar6 al 1% diluido en acido acético al 3%. Se
ajusto el pH a 2.5 utilizando acido acético concentrado,
esta solucion se filtr6 en membranas de 0.22um y se dejo
reposar durante 24h. Para la tincion se retir6 el medio de
cultivo de la placa, las células se fijaron con etanol al 96%
durante 20min, se lavaron con PBS 1x, se agregd acido
acético al 1% durante 5min, enseguida se lavaron con
PBS 1x y colocd la solucion de azul alciano al 1% durante
1h, posteriormente las células se lavaron con PBS y se
observaron al microscopio.

Tincion Von Kossd para osteoblastos: La tincion de Von
Kossa consiste en utilizar el nitrato de plata para tedir de
color negro o marrén los depositos de calcio producidos
por los osteoblastos. Las células se enjuagaron dos
veces con agua destilada. Después se colocaron 2mL de
etanol frio al 70% por pozo, se incubd durante 12h a
24h en refrigeracion a -20°C. Posteriormente se retir6 el
contenido de los pozos y se lavaron con agua destilada. Se
retir6 el agua y anadieron 500uL de solucién de nitrato
de plata al 5%. La placa se colocé en exposicion a luz UV
a 120pJ/cm2 durante 5 a 7 min hasta que se comenzaron
a visualizar depositos de calcio en color negro o marrén
oscuro. Posteriormente se retird el nitrato de plata y se
coloco PBS 1x y observaron al microscopio.

Preservacion celular

Una vez que el cultivo alcanzé el 90% aproximadamente
de confluencia celular, se procedié a desprender las
células con tripsina al 0.05%. Una vez separadas se les
adicion6 DMEM+ 20% SFB+ 10% DMSO, y colocaron
en crioviales en un Mr. Frosty con isopropanol para
que un proceso de congelamiento paulatino, 1°C por
minuto aproximadamente, en ultra congelador durante
24 horas y finalmente los crioviales se colocaron en
tanque de nitrégeno liquido para su criopreservacion
a largo plazo.

Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de Chi cuadrada (X2) para
determinar el cumplimiento de las siguientes hipotesis:
El medio de transporte utilizado es independiente de la
viabilidad celular. La edad de los pacientes donadores
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de terceros molares (dos grupos < 20 afos y >20 afios)
son independiente para la presencia de marcadores de
DMSC. El cultivo obtenido de las diferentes muestras
respecto al sexo de los pacientes es independiente para
la presencia de marcadores de DMSC.

Resultados

Mantenimiento de las piezas dentales obtenidas

Se recolectaron muestras de 65 pacientes de entre 13 y 50
afos, obteniendo un total de 180 piezas, en su totalidad
terceros molares; en cuanto a la edad, tenemos un
promedio de 25 afios aproximada y mayormente mujeres
(62%) (Graéfica 1).

Grafica 1.

Incidencia de medios de transporte
para piezas dentales (n=180)

0

RPMI HANK'’S

MEM
Fuente: Elaborado por autores

Grafica 2.

Incidencia de medios de transporte
con crecimiento celular (n=33)

3% A\ 0%

B RPMI
W HANK'S
H VEM

Fuente: Elaborado por autores.
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También se observo que la mayoria de muestras tenian
su dpice inmaduro, es decir aun abierta la apertura
dental después de la raiz.

El medio de transporte RPMI-1640 suplementado,
mantenia por mayor tiempo el pH entre 7.2-7.5 por
lo que se utilizé para el transporte de la mayoria de
piezas dentales (Grafica 2), ademas de que se logrd
un porcentaje mas alto de crecimiento en cultivos,
cabe resaltar que logr¢ aislar células de 33 muestras
(Gréfico 3), esto nos revela dependencia del medio de
transporte con la viabilidad celular con un valor de
p=0.03. Se congelaron un total de 78 dientes a -80°C
pertenecientes a 26 pacientes, de las cuales solo se
obtuvo crecimiento de una muestra.

Extraccion de pulpa dental

Se procesaron 89 dientes para extraccion y aislamiento
de DPSC. El proceso se describe a continuacién (fig.
1): a) y b) Tren de desinfeccién de la pieza dental; c)
y d) Apertura de cavidad pulpar; e) y f) Extraccion de
pulpa dental; g) Digestion de pulpa dental en tripsina;
h) Cultivo en botellas de 75 cm?.

El procedimiento para la apertura de las piezas que
brindé mejores resultados fue el de utilizar una
pieza de mano de uso odontoldgico de alta velocidad
(Appledental, Espafia) perforando desde la corona
hasta llegar a la camara pulpar, ya que con el método
b, los cultivos se contaminaban con residuos del polvo
resultante de la perforacion, ademds este método
ofrecia un mejor acceso a la pulpa dental.

Aislamiento de DPSC

33 muestras extraidas (18.33%) mostraron crecimiento
celular, la edad de la mayoria de pacientes de estas
muestras varfa entre 16 y 32 afios con dapice maduro

(tabla 1).

Se cambié el medio cada 72 horas y observd
crecimiento de DPSC de tipo fibroblastoide, desde 7
hasta 21 dias después. La figura 2 muestra las etapas
de crecimiento celular, comenzando en pequefias
colonias (a) que emigran de los explantes cultivados
para después emigrar a la periferia de la botella (b) y
posteriormente expandiéndose a por toda la botella
de cultivo (c).
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Gréfica 3.
Incidencia de piezas dentales obtenidas por edad y género (n=180)

14

13 14 15 16 16 17 18 18 19 20 21 21 22 23 23 24 24 25 26 27 28 28 30 31 32 32 33 34 35 38 39 40 42 46 50

W Masculino W Femenino
Fuente: Elaborado por autores.

Figura 1.
Proceso de extraccion y cultivo de DPSC

Fuente: Elaborado por autores
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Tabla 1.
Crecimiento celular de las piezas dentales por edad

: . |Estado de
Incidencia| — , .
apice

15
16
18
19
16
20
23
24
25
27
31
35
42
Total

Inmaduro

Maduro

Rlwlikr ok NP wlw W=

w
w

Fuente: Elaborado por autores.

En la tabla 2 se muestra la cantidad de viales por diente que
se obtuvieron. En algunas muestras se llegaron a obtener
hasta 35 viales, mientras que en otras solo 1, observando
un aumento en la obtencién de viales entre los 16-18 afos
posiblemente a un aumento de su capacidad proliferativa.

Caracterizacion del fenotipo DPSC

Citometria: Se realizo un andlisis por citometria de las
células cultivadas con morfologia fibroblastica comparando
con poblaciones certificadas de ATCC. Se realizd el
analisis por citometria de flujo a 10 cultivos de DPSC. Los
cultivos fueron elegidos al azar, los resultados se muestran
en la tabla 3 y en un grafico de puntos representativo de
marcadores positivos de MSC (fig. 3) para CD44, 73, 90
y 105, y negativo para marcadores hematopoyéticos. No
se muestra dependencia de la edad (valor p=0.74) ni del
género (valor p=0.19), aunque se recomienda aumentar el
namero de muestras para corroborar los resultados.

Celulas troncales aisladas de piezas dentales
provenientes de poblacion mexicana

Figura 2.

el Estado de Jalisco

Analisis morfoldgico por microscopia de las etapas

del aislamiento de DPSC

nitrégeno
35/48 Masculino | 15 21
30/18 Masculino | 16 1
54/28 Femenino | 16 2
54/18 Femenino | 16 3
40/28 Femenino | 16 5
40/18 Femenino | 16 10
40/48 Femenino | 16 13
38/48 Femenino | 18 3
37/38 Femenino | 18 8
38/18 Femenino | 18 8
37/18 Femenino | 18 9
33/38 Masculino | 18 10
37/48 Femenino | 18 10
33/48 Masculino | 18 35
65/38 Femenino | 19 4
65/48 Femenino | 19 4
65/28 Femenino | 19 9
44/18 Femenino | 20 1
28/48 Masculino | 23 1
13/28 Femenino | 23 2
48/28 Femenino | 24 2
42/28 Masculino | 25 4
42/38 Masculino | 25 4
42/18 Masculino | 25 6
42/48 Masculino | 25 9
31/48 Masculino | 25 16
39/38 Femenino | 27 3
39/28 Femenino | 27 7

Fuente: Elaborado por autores.

Figura 2.

Analisis morfolégico por microscopia de las etapas del aislamiento de DPSC.

Fuente: Elaborado por autores.
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Tabla 3.
Analisis de marcadores mesenquimales.

% marcadores mesenquimales

Codigo muestra Condicion apice

40/48 Femenina Maduro 16 93.2 99.5 279 234
40/28 Femenina Maduro 16 98.4 99.4 10.7 60.3
38/18 Femenina Inmaduro 18 58.7 70.2 11.5 6.2
37/18 Femenina Inmaduro 18 94.3 97.4 329 71.5
44/18 Femenina Maduro 20 8.7 375 57 98.8
50/38 Femenina Maduro 42 86.9 99.2 44.2 97.6
71/38 Masculino Maduro 22 94.7 98.2 68.9 94.7
28/48 Masculino Maduro 23 76.4 98.4 53 79.1
42/28 Masculino Maduro 25 80.1 79.5 203 18.8
42/48 Masculino Maduro 25 91.6 96.9 85.7 96.8

Fuente: Elaborado por autores.

Se observo la expresion de al menos dos marcadores
mesenquimales (CD44, CD90) con un porcentaje
mayor del 80% en las muestras analizadas, ademas
de que en los molares con apice maduro se lograron
mayor porcentaje de marcadores mesenquimales, sin
embargo, en todas las muestras se logré un crecimiento
celular de tipo fibroblastoide. Ademads, las células
mostraron capacidad de autorrenovacién al seguir

creciendo sin cambiar aparentemente su morfologia y
capacidad proliferativa.

Multidiferenciacion: Se realizd ademds un ensayo
para corroborar su multipotencialidad como células
mesenquimales, mostrando positividad para diferenciarse
a las 3 estirpes (fig. 4); condrogénica (b), osteogénica
(d) y adipogénica (f). Se utilizaron DPSC sin medios
de diferenciacién como controles de cada tincion
respectivamente (a, c y ).

Figura3.

Grafico de puntos representativo de andlisis de marcadores de tipo mesenquimal en DPSC aisladas

wWIv Wl

Fuente: Elaborado por autores.
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Figura 4.
Multidiferenciacion hacia linajes adipogénico,
osteogénico y condrogénico (40x)

Fuente: Elaborado por autores.

Preservacion celular

Una vez caracterizadas, las células se desprendieron
con tripsina al llegar al 90% de confluencia y se llevo a
cabo el registro de un “stock celular’, se identificaron
con el mismo cddigo para criopreservarlas en tanque de
nitrégeno liquido.

Discusion

Mantenimiento de piezas dentales

En el presente trabajo determinamos que el medio de
transporte para las piezas dentales RPMI-1640, mantenia
un pH constante entre 7.2-7.5 por mas tiempo respecto al
MEM y Hank’s, mostrando una mayor viabilidad celular
de las DPSC, esto concuerda con varios protocolos de
aislamiento de otros autores.?' Aunque se ha reportado
que las muestras dentales se pueden procesar para obtener
DPSC, hasta 120 horas después de la extraccion, nosotros
observamos mayor crecimiento a un maximo de 24h en
cadena fria.”** Se descarto la posibilidad de preservar las
piezas a -80°C ya que las 33 piezas dentales preservadas en
ultra congelaciéon por mas de 24 horas se veian afectadas
en rendimiento celular.
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El proceso de limpieza del tercer molar antes de su
procesamiento se realizd con diversas soluciones como
suero fisioldgico* o PBS estéril, seguido de una solucién
de povidona iodada al 1% y en tampoén fosfato al 1%*
o yodopovidona al 10% alcohol al 70%* reportando en
algunos casos contaminacion por hongos. Debido a esto
se decidié implementar un tren de desinfeccion de la
pieza dental, con anfotericina B, y después tres soluciones:
Yodopovidona, PBS 1X con Penicilina/Estreptomicina y
Clorhexidina. Si bien algunos cultivos se contaminaron
debido a que el mismo origen y cirugia contribuyen a que
se incremente la posibilidad, la implementacion del tren
de desinfeccién disminuy¢ los riesgos de contaminacion.

Extraccion de pulpa dental

En la actualidad ya se han reportado protocolos de
extraccién de pulpa dental no solo de terceros molares
sino utilizando dientes primarios exfoliados la cual
ya estaba expuesta® ademds también se han utilizado
distintas técnicas para fracturar el diente como laser a
nivel cervical para hacer microcanales” o con una pieza
de alta velocidad para dejar la pulpa expuesta e incluso
sacar la pulpa del dpice con un extractor pulpar.?*** En
esta investigacion realizamos dos técnicas de extraccion
pulpar, decidiendo optar por el corte transversal a nivel de
tercio cervical del tercer molar con un disco de diamante
y pieza de baja velocidad. Esto atribuido a que se puede
proceder con la manipulacién del tejido al tener mayor
accesibilidad, por tal, se dafna menos el tejido pulpar,
ademads este procedimiento deja mayor accesibilidad a la
pulpa radicular y recuperamos mas tejido.

Aislamiento de DPSC

Los primeros investigadores en aislar DMSC, Gronthos y
cols., realizaron la digestién de la pulpa con una solucién
de colagenasa tipo I y dispasa durante 90 minutos a 37
°C, otros autores utilizaron el mismo procedimiento de
disgregacion.!*** Mientras que Sasaki y cols. efectuaron
la digestion DMSC de rata con tripsina/EDTA al 0.25%
durante 15 minutos .>’En el estudio de Brizuela, 2013 la
disgregacion la realizaron inicamente mecanica con una
hoja de bisturi y cultivaron los explantes, es importante
destacar que en este trabajo, inicamente se lograron
muestrear terceros molares de pacientes jovenes entre
16 y 18 afios de edad.” En esta investigacion se realizo la
disgregacion de la pulpa de manera mecénica seccionando
la pulpa con una hoja de bisturi y digestiva agregando 1ml
de enzima tripsina al 0.025%. Esta metodologia favorecio
la digestion de la pulpa dental ya que combinamos dos
meétodos y se redujo el tiempo de exposicion de la pulpa
a la tripsina. Ademas de ser mas econdmica, también
facilita disgregar el tejido de una manera rdpida. La
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tripsina al ser endopeptidasas, es capaz de actuar en las
proteinas presentes en la membrana celular que median la
adhesion por tal el tiempo de exposicion ante esta enzima
deber de ser corto, no mas de 30 minutos si la tripsina se
encuentra a 37°C o si es en frio, (4°C) entre 6 y 8 horas.3>*
Por esta razén bajo nuestros procedimientos, esta enzima
es efectiva ayudando al disgregar el tejido y permitir que
las DMSC puedan desprenderse del mismo y adherirse al
plastico de las botellas.

En las metodologias actualmente descritas no mencionan
muchos detalles en cuanto al tiempo de obtenciéon de DMSC
o el método de cultivo realizado. Takeda y cols. detallan
que obtienen DMSC a los 5 dias de aislamiento.”” Perry
y cols. obtuvieron DMSC a las 24 horas de aislamiento.”
En el estudio de Magallanes y col. en 2010, observaron
crecimiento de 2 a 5 semanas posterior al cultivo.?® En el
procedimiento utilizado en esta investigacién se obtuvo
crecimiento de DMSC desde los 7 hasta los 21 dias, estos
rangos varfan por muestra, nos dimos cuenta de que un
factor muy importante para el crecimiento y proliferacion
celular es la edad del paciente, entre mas joven sea el
paciente mayor su capacidad de proliferacién y por
supuesto la integridad de la pulpa de un diente libre de
caries e infeccion. En general se obtuvieron 180 muestras
de terceros molares de pacientes de los cuales solo de 33
se obtuvieron cultivos DPSC, es importante aclarar que se
utilizaron las primeras 89 muestras para estandarizar un
protocolo que garantizara la obtenciéon DPSC. Posterior
a esto sigui6 existiendo problemas de contaminacion
de cultivos por hongos, pero disminuyo en demasia la
cantidad. Otra constante que influy6 en esta investigacion
fueron los terceros molares con dpice inmaduro, en estas
piezas tenemos la presencia de papila apical y de un total de
36 muestras obtenidas el 38.8% dieron crecimiento DPSC.
Comparando los datos de cultivos de terceros molares con
dpice maduro e inmaduro tenemos como resultado que se
obtuvieron mayor cantidad de cultivos DPSC en terceros
molares con apice inmaduro. Cabe resaltar que la mayoria
de las muestras dentales que se lograron aislar y crecer las
DPSC fueron de pacientes jévenes lo que concuerda con
lo reportado por otros autores, donde se indica que las
muestras de personas mayores presentaron una menor
capacidad proliferativa, de diferenciaciéon y aumento en
células apoptdticas.*

Caracterizacion de DPSC

La sociedad internacional de terapia celular (ISCT por sus
siglas en inglés) establece criterios minimos para definir
células madres mesenquimales humanas como: adherencia
al plastico en condiciones estandar de cultivo, morfologia
celular fibroblastoide, expresion de antigenos de superficie
especificos como CD44, CD73, CD90, CD105, etc.” En esta

investigacion al analizar los 33 cultivos de muestras viables,
corroboramos las caracteristicas mencionadas por la ISCT
para las MSC, como la adherencia al plastico y morfologia
celular fibroblastoide. Para el andlisis de expresion de
antigenos de MSC caracteristicos se seleccionaron 10
cultivos al azar, mostrando expresion de antigenos
CD44, 73, 90 y 105, sin embargo en algunas muestras los
porcentajes salieron bajos (<50%), probablemente causado
por el método enzimatico utilizado para su recoleccion y/o
porlos lavados de las células, lo que pudo danar proteinas de
membrana como ya se ha reportado.*® Otra determinante
es que el anlisis se realizd entre los pasajes uno y dos, lo
que puede dar lugar a que células de otro tipo se hayan
mezclado, y estos otros tipos celulares no presentan altos
porcentajes en estos marcadores mesenquimales. A pesar
de esto se observd en todos los cultivos la morfologia
fibroblastoide y la adherencia al plastico que confirman su
origen mesenquimal, ademas se corrobord la capacidad
de multidiferenciacién hacia condroblastos, osteoblastos
y condrocitos observando su capacidad de diferenciarse
hacia esos tipos celulares.

Conclusiones

Selogré implementar un procedimiento para el aislamiento
de DPSC a partir del procesamiento de piezas dentales
provenientes de poblaciéon mexicana del estado de Jalisco.
Se identificé que las piezas terceros molares provenientes de
pacientes con una edad promedio de 25 afios, con presencia
de apice inmaduro, ofrecen mayores posibilidades de aislar
células troncales dentales.

También se logré identificar el medio de transporte
RPMI-1640 es el adecuado para mantener la viabilidad
celular durante los tiempos de traslado en cadena fria
desde la extraccion de la pieza dental hasta el aislamiento
y cultivo de las células troncales provenientes de pulpa
dental. Confirmamos que los cultivos obtenidos cumplian
caracteristicas de MSC como adherencia al plastico,
morfologia celular fibroblastoide y expresion de antigenos
de superficie como CD44, CD73, CD90 y CD105, se
observé autorrenovaciéon celular al seguir proliferando
las células, morfologia fibroblastoide y capacidad de
multidiferenciacion hacia distintas estirpes.
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