
16

RevSalJal • Año 9  •  Número 1  •  Enero-Abril de 2022

Celulas troncales aisladas de piezas dentales provenientes
de población mexicana el Estado de Jalisco

Sánchez-Gómez I. (1), Gonzáles-Pelayo G. L. (2), Santibáñez-Escobar L. P. (3), Gaona-Bernal J. (4), Villa-García Torres L. S. (5), 
Márquez-García E. (6), Avelar-Rodríguez F. J. (7), Marino-Marmolejo E. N. (8), Flores-Hernández F.Y. (9).

(1) Estudiante del Doctorado en Innovación Biotecnológica, del Centro de Investigación y Asistencia en Tecnología y Diseño del 
Estado de Jalisco, A.C. (CIATEJ); (2) Cirujana Dentista, estudiante de la especialidad en Odontopediatría, Centro Universitarios 
de Ciencias de la Salud, Universidad de Guadalajara; (3) Maestría en Ciencias, Jefe de Cirugía Maxilofacial Hospital Civil Nuevo 
Dr. Juan I. Menchaca; (4) Doctorado en Ciencias, Profesor Investigador Asociado, Departamento de Microbiología, Universidad de 
Guadalajara; (5) Maestría en Innovación Biotecnológica, Jefa de Proyectos de Propiedad Intelectual, Dirección de Ciencia y Desarrollo 
Tecnológico, Secretaría de Innovación, Ciencia y Tecnología del Estado de Jalisco; (6) Ingeniera en Biotecnología, Estudiante de 
Maestría en Biomedicina y Ciencias de Salud, Monash University; (7)  Químico Farmacobiólogo, Estudiante de Maestría en Innovación 
Biotecnológica, CIATEJ; (8) Doctora en Ciencias, Directora Adjunta de Investigación y Posgrado del CIATEJ; (9) Maestría en Ciencias 
de la Salud, Profesor Investigador Asociado del CIATEJ, Departamento de Biotecnología Medica y Farmacéutica. 

Recepción: 08/02/2021

Aceptación: 28/06/2021

Resumen

La investigación sobre células troncales en regeneración de 
tejidos dañados ha crecido debido al potencial de mejorar 
diversas afecciones. Las células troncales de piezas dentales 
son una opción para ser utilizadas en ingeniería de tejidos, 
requiriendo contar con procedimientos estandarizados para 
su procesamiento con el fi n de lograr un adecuado aislamiento 
y cultivo. Objetivo: Realizar una evaluación de distintos 
procedimientos para aislamiento, cultivo y propagación de 
células troncales de pulpa dental (DPSC por sus siglas en 
inglés). Materiales y Métodos: Estudio cuasiexperimental 
con muestreo no probabilístico para aislamiento de DPSC, 
donadas bajo consentimiento informado. Se probaron 
diversos métodos; para el acceso a la cámara pulpar se probó 
la perforación mecánica utilizando fresadoras y piezas de 
mano de alta velocidad, además de un método de corte a nivel 
de tercio cervical dividiendo corona y raíz utilizando una 
pieza de mano de baja velocidad con disco de diamante. Se 
extrajo la pulpa dental disgregando las células por diversos 
métodos enzimáticos procediendo al cultivo en monocapa 
para el aislamiento. La fenotipifi cación celular fue por 
citometría de fl ujo detectando marcadores mesenquimales 
(CD44, 73, 90, 105), además se realizaron ensayos de 
multidiferenciación hacia linajes osteogénico, condrogénico 
y adipogénico. Por último, las DPSC se criopreservaron en 
nitrógeno líquido. Resultados: Procedimiento efi caz para la 
obtención, aislamiento y proliferación de DPSC, confi rmando 
con morfología, expresión de marcadores mesenquimales, 
multipotencialidad y adhesión en plástico. Conclusión: Se 
logró estandarizar un protocolo de aislamiento de DPSC 
(transporte, procesamiento de piezas dentales, aislamiento, 
cultivo y proliferación), observando mejor aislamiento de 
DPSC a partir de molares con ápice inmaduro, provenientes 
de pacientes con promedio de edad de 25 años.

Palabras clave: Células troncales de pulpa dental, Aislamiento, 

Cultivo de células mesenquimales, Población Mexicana.

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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Introducción

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 daño tisular es de alta relevancia. Estas 

células han sido efectivas para la regeneración de hueso, 

cartílago articular, hígado y para el tratamiento de 

diabetes, enfermedad periodontal, infarto de miocardio, 

neuropatía, osteoartritis, lesión de la médula espinal, etc., y 

otras enfermedades que se encuentran bajo investigación. 

Los resultados experimentales y clínicos indican que el 

trasplante de SC proporciona un efecto benefi cioso sobre 

el tejido lesionado induciendo angiogénesis, disminución 

del estrés oxidativo, estimulando supervivencia y 

proliferación celular.1 Se pueden obtener de diversas 

fuentes como tejido adiposo, medula ósea, gelatina de 

Wharton, placenta, entre otras, sin embargo, la obtención 

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 identifi carse mediante la expresión de 

marcadores de superfi cie celular (CD105, CD73, CD90, 

CD45 entre otros) con al menos un 95% de expresión 

y otro panel de marcadores hematopoyéticos con una 

expresión no mayor del 2% (CD34-, CD14-, CD11b-, 

CD79- , CD19-, HLA -DR- entre otros), además deben 

tener el potencial de diferenciación a múltiples linajes 

como osteogénico, adipogénico y condrogénico. Se sabe 

que las MSC pueden presentar características biológicas 

diferentes según la fuente de tejido y los procedimientos 

de aislamiento y cultivo.2, 3–5 

Aunque se ha logrado la obtención de MSC, aún se siguen 

buscando fuentes celulares de fácil acceso, que minimicen 

los procedimientos quirúrgicos invasivos que además no 

generen controversias éticas .3  Las DSC, son una opción 

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. 6, 7,4 

La extracción de terceros molares retenidos es el 

procedimiento de cirugía oral que se realiza con mayor 

frecuencia, en demanda de tratamientos ortodóncicos, 

ya que la toma de radiografías panorámicas permite la 

detección precoz de dientes no erupcionados, una vez 

removidos se convierten en desecho biológico, que puede 

ser aprovechado como una fuente factible de SC. Las 

células mesenquimales dentales (DMSC, por sus siglas 

en inglés)  también se han estudiado en el tratamiento de 

diversos padecimientos.8 En particular, la pulpa dental 

es posiblemente la fuente más accesible de células madre 

posnatales, sin embargo, no es la única fuente más de 

células dentales.9

Existen células trocales encontradas en el ligamento 

periodontal, que mantienen la homeostasis y la 

regeneración del tejido periodontal, así como hacia células 

formadoras de colágeno.9 También se han reconocido las 

células troncales de la papila apical, este es un tejido situado 

en los ápices del diente permanente que se está formando, 

es decir en las aperturas de la pulpa dental después de la 

raíz, son las precursoras de los odontoblastos primarios, 

responsables de la formación de la dentina radicular.9 Por 

otro lado, las células troncales del folículo dental, es un 

tejido ectomesenquimal que rodea el órgano del esmalte 

y la papila dental del germen del diente permanente en 

formación. Este tejido contiene células troncales que son 

las que acabarán formando el periodonto, constituido 

por cemento, ligamento, hueso alveolar y encía.10 Uno 

de los tipos de células troncales más 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 año 2000 por Gronthos y Cols.11 

La producción de DPSC es de 1 % de todas las células y 

según 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 formación de la corona, las DPSC son más 

proliferativas. Esto se refi ere a que durante la formación 

de la corona ocurre un proceso de diferenciación celular 

hacia odontoblastos y otras células, los cuales se encargan 

de formar la dentina y otras estructuras dentarias.12 

El complejo dentina-pulpa tiene un potencial 

regenerativo natural que conduce a la formación 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 restauración, pueden 

provocar la muerte de los odontoblastos preexistentes.13

En específi co, en los dientes permanentes tenemos cuatro 

grupos: incisivos, caninos, premolares y molares. Estos 

grupos están 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 así 
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por el orden cronológico ya que son las ultimas en 

erupcionar.14

Un 75 % de la población joven presenta problema 

de dientes retenidos. Se denomina dientes retenidos, 

incluidos o impactados a aquellos que una vez llegada 

la época normal de erupción quedan encerrados dentro 

de los maxilares y mantienen la integridad de su saco 

pericoronario fi siológico.15 El tercer molar es un diente que 

erupciona durante el inicio de la vida adulta, de los 17 años 

en adelante. Los terceros molares en muchos casos pueden 

ver interrumpido su proceso de erupción, esto provoca 

su retención parcial o total dentro de los maxilares. Estas 

se pueden asociar con alteraciones anatomopatológicas 

como infl amación y ulceración de la zona vecina de las 

encías, daño a las raíces de los segundos molares, caries en 

los segundos molares, enfermedad de la encía y del hueso 

alveolar alrededor de los segundos molares y el desarrollo 

de quistes o tumores.16 Estas alteraciones y su prevención 

son la justifi cación principal de la extracción temprana 

de los terceos molares. Actualmente los terceros molares 

retenidos y su patología representan un porcentaje 

elevado de actuación profesional de la salud pública y 

privada, hasta el punto en el que la exodoncia del tercer 

molar ha sido la intervención quirúrgica que representa el 

mayor porcentaje de actividad de los servicios de cirugía 

oral y maxilofacial. 

Los molares extraídos son un desecho biológico, es decir, 

no tiene algún uso o fi n para el paciente u odontólogo 

así que pueden ser aprovechados para el aislamiento de 

DPSC, esto disminuye en demasía las controversias éticas 

y nos presenta una obtención factible para la obtención 

de este tipo de células.6 Algunos autores mencionan que 

la capacidad de proliferación de las DMSC, Lizier et al. 

2012 puede permanecer  al menos durante 6 meses sin 

cambios en la morfología o la expresión de marcadores 

mesenquimales.12,17 Para algunos investigadores la 

capacidad de proliferación se puede mantener por lo 

menos 25 pasajes después de la criopreservación celular.18

Pese a los avances en este tema aún son limitados los 

reportes que contienen información sobre el correcto 

manejo del diente para facilitar la obtención celular. 

Existen reportes de países donde manejan algunas técnicas 

de extracción celular de los dientes y conservación de las 

DMSC e incluso se tienen bancos celulares de origen 

dental para criopreservación y aislamiento como: Japón, 

el primer banco de dientes se estableció 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.8,19 Por tal motivo se llevó a 

cabo el análisis de un protocolo para el aislamiento de 

células mesenquimales de pulpa dental, para que en un 

futuro se pueda establecer un protocolo estandarizado y 

efi ciente para la creación de bancos de DMSC en México 

y su utilización en los distintos campos mencionados 

anteriormente. 

Material y Métodos

Se aplicó un diseño cuasiexperimental analítico, con 

un muestreo no probabilístico por conveniencia. Para 

la obtención de las piezas dentales se seleccionaron 

pacientes por medio de consentimiento informado, del 

área de Cirugía Maxilofacial del hospital civil nuevo” 

Dr. Juan I. Menchaca”. Se tomó una muestra total de 180 

dientes considerando los siguientes criterios: 

Criterios de inclusión

Pacientes, de edad entre 5 y 45 años, ambos sexos, 

cualquier nivel socioeconómico, donadores de piezas 

dentales tanto permanentes como temporales, incluidas 

y/o erupcionadas, recientemente extraídas con presencia 

de tejido orgánico como pulpa dental o ligamento 

periodontal o folículo dental o con presencia de tejido 

apical cariados en un porcentaje menor al 30%. Con ápice 

maduro e inmaduro.

Criterios de exclusión

Pacientes mayores de 45 años. Piezas dentales que 

presenten lesiones cariosas por arriba del 70-80% del total 

de la pieza dental. Terceros molares que en la radiografía 

presenten zonas radiolúcidas periapicales. Terceros 

molares que presenten fracturas de corona con exposición 

pulpar antes de la exodoncia.  Terceros molares que 

durante el procedimiento de extracción (exodoncia) se 

pierda el tejido pulpar. Terceros molares que durante el 

procedimiento de extracción se comunica con el tejido 

pulpar.

Criterios de eliminación

Piezas dentales totalmente fragmentadas y dañadas 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 extraídas mediante cirugía maxilar, se 

colocaron en un tubo de 15 mL con medio de preservación, 
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para ello se probaron tres medios de transporte: a) RPMI-

1640 +10% DMSO +10% albúmina 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; c) MEM + 10% DMSO +10% albumina 

humana +10% SFB +100 U/mL penicilina + 100 mg/mL 

estreptomicina + 0.25 mg/mL de anfotericina B. 

Se realizó la identifi cación de las muestras (asignación de 

número a cada paciente en forma ascendente junto con 

la nomenclatura de la Federación Dental Internacional, 

donde se clasifi can con dos dígitos, el primer digito 

correspondiente al número de cuadrante y el segundo 

dígito correspondiente al tipo de pieza dental), además de 

registrar si es un diente con ápice maduro o inmaduro. 

Posterior a esto se trasladaron en cadena fría al 

laboratorio. El tiempo transcurrido desde la recolección 

hasta su tratamiento no fue superior a 40 horas. 

Extracción de pulpa dental

Se trabajó en condiciones asépticas con material 

esterilizado por autoclave y manipulación bajo 

campana de fl ujo laminar. Se descontaminó el diente 

a través de un tren de desinfección como se describe a 

continuación: 1) Se limpió con gasa y anfotericina B 

50μg/mL, posteriormente se sumergió 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 buscó eliminar microorganismos que 

puede contener el diente en su superfi cie, producto de la 

manipulación de extracción, contacto con saliva y sangre, 

etc. A continuación, se buscó llegar al tejido blando dental, 

las muestras fueron en su totalidad terceros molares, 

de los cuales se trabajó la pulpa dental, para obtenerla 

se perforaron o fraccionaron utilizando 2 métodos: a) 

Utilizando pieza de mano de uso odontológico de alta 

velocidad (Appledental, España) se perforó desde la 

corona hasta llegar a la cámara pulpar. Para perforar el 

esmalte y dentina de la corona se utilizó una fresa redonda 

de carburo número 8 (Tungsteno, España) colocada en 

dirección longitudinal a la raíz del diente en el centro de la 

corona dental, se perforó el esmalte hasta llegar a dentina; 

posteriormente se utilizó una fresa de carburo número 

2 (Tungsteno, España) para hacer comunicación hasta 

llegar a la cámara pulpar, una vez comunicado se utilizó 

una fresa endo Z (Maillefer, Suiza) de punta inactiva para 

ampliar la cavidad antes formada y tener mejor acceso 

cuidando de dañar lo menos posible la cámara pulpar. 

Con esta metodología se trabajaron 76 dientes; b) Se 

tomó la pieza dental por la corona con un fórceps para 

exodoncia 222 (TBS, México), se cortó el diente a nivel 

de tercio cervical dividiendo corona y raíz, 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 metodología se trabajaron 104 dientes.

Aislamiento de DPSC

Al quedar expuesta la pulpa, se extrajo mecánicamente 

de la cámara pulpar y de la zona radicular con ayuda de 

cucharillas para dentina del número 3 (Arain, México) 

pinzas fi nas y limas fl exo fi le calibre 15-30 (Maillefer, 

Suiza). La pulpa dental extraída se seccionó en pequeños 

fragmentos con una hoja bisturí del número 10 marca 

(HERGOM, México) y mango para bisturí número 3 

(TBS, México). La pulpa dental se colocó en digestión, 

para ello se probaron métodos enzimáticos para disgregar 

el tejido, al igual que un método mecánico mediante 

tamizaje del tejido de 40μm (BD Falcón 352340), se 

probó este método en 10 piezas, el segundo método 

implementado consistió 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 colocó en vortex por 1 min, y 

se repitió el proceso en el agitador con regulador de 

temperatura otros 20 min. Una vez fi nalizado se volvió a 

colocar en vortex por 1min, se centrifugó a 1500rpm por 

5 minutos, se descartó el sobrenadante y se resuspendió 

el pellet en αMEM suplementado con 10% de suero 

fetal bovino (SFB, marca GIBCO), 2mM L-glutamina, 

10μM L-ácido ascórbico 2-fosfato, 100U/100mg/ml 1% 

penicilina-estreptomicina y 0.25mg/ml de anfotericina 

B. El pellet se colocó en botellas de cultivo de 25cm2 y 

cultivaron a 37°C y 5% CO2. Se revisaron a las 72 horas y 

cuando se adhirieron las células fi broblastoides se realizó 

un cambio de medio por DMEM+1% L-Glutamina 2 

mM+0.5% 10,000 mg/Penicilina/estreptomicina+ 20% 

SFB. Se realizaron cambios de medio cada tercer día hasta 

observar una confl uencia mínimo del 80%. Después se 

realizó el primer pase para expandir el cultivo celular. 

Para lo cual se utilizó tripsina al 0.025 % (marca ATCC) 

para desprender las células. 

Caracterización del fenotipo DPSC

Morfología

La caracterización morfológica se realizó a través de 

microscopía invertida, utilizando un microscopio 

invertido con contraste de fases marca OPTIKA, se 

identifi có a las células adherentes tipo fi broblastoide. 
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Citometría

Para este análisis se utilizó 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 cámara 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 realizó un lavado para retirar el 

medio de cultivo, centrifugando las células a 1500rpm 

por dos minutos. Se retiró el sobrenadante cuidando de 

no desprender el botón celular. Se añadieron 100μl de 

paraformaldehído al 4% en frío y colocaron en agitación 

constante a 120rpm durante 20 min. Una vez transcurrido 

este tiempo, se añadieron 900μl de PBS/BSA 0.1%. Se 

realizó un lavado con PBS a 1500 rpm 2 minutos. Una vez 

que se realizó el lavado para retirar el paraformaldehído, 

se colocaron 5 μL de los anticuerpos individuales a cada 

tubo correspondiente y para los controles de isotipo, así 

como 10 μL del coctel positivo y negativo. Se incubaron 

toda la noche a 4°C. Se realizó un lavado, centrifugando a 

1500 rpm durante 2 minutos, se retiró el sobrenadante y 

resuspendieron en 300μl de PBS/BSA 0.1%. Se analizó la 

muestra en un citómetro Accuri C6 BD®. 

Multidiferenciación

Se realizaron ensayos de multidiferenciación para 

verifi car su capacidad de diferenciarse a distintas estirpes, 

esto para corroborar su multipotencialidad como célula 

mesenquimal. Las DPSC se sometieron a diferenciación 

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 días en placas de 6 pozos, además 

se realizaron sus respectivas tinciones para ratifi car cada 

estirpe. 

Rojo oleoso para adipocitos: El rojo oleoso es un colorante 

que se fi ja a las vacuolas lipídicas características de los 

adipocitos. La tinción se preparó con 0.25 g de rojo 

oleoso + 50mL de isopropanol al 100%, cubriendo de 

la luz e incubando a 56° durante 12h en baño maría. 

Posteriormente se aforó el volumen a 50mL con agua 

destilada. Dos horas previas al ensayo, esta solución se 

llevó a 60°. La solución de trabajo se preparó tomando 6 

volúmenes de la solución de rojo oleoso combinándolos 

con 4 volúmenes de agua destilada, se fi ltró utilizando 

membranas de 0.22 μm. Para la tinción, se retiró el medio 

de cultivo de los pozos y se enjuagó dos veces con 300μL 

de PBS 1x, las células se fi jaron con PFA al 4% durante 

15 min, se retiró el PFA y se agregaron 500μL por pozo 

de PBS durante 1 min, se retiró este PBS y después se 

agregaron 500μL por pozo de isopropanol al 60% en SS 

durante 15seg. Se retiró el isopropanol y agregaron 500μL 

por pozo de la solución de trabajo y se dejó reposar 

durante 20 minutos. Se enjuagó dos veces con 500μL de 

PBS y se observó al microscopio.

Azul alciano para condroblastos: El azul alciano es un 

colorante que se fi ja a las fi bras de colágena de la matriz 

extracelular producidas por los condroblastos. El azul 

alciano se preparó al 1% diluido en ácido acético al 3%. Se 

ajustó el pH a 2.5 utilizando ácido acético concentrado, 

esta solución se fi ltró en membranas de 0.22μm y se dejó 

reposar durante 24h. Para la tinción se retiró el medio de 

cultivo de la placa, las células se fi jaron con etanol al 96% 

durante 20min, se lavaron con PBS 1x, se agregó ácido 

acético al 1% durante 5min, enseguida se lavaron con 

PBS 1x y colocó la solución de azul alciano al 1% durante 

1h, posteriormente las células se lavaron con PBS y se 

observaron al microscopio.

Tinción Von Kossá para osteoblastos: La tinción de Von 

Kossá consiste en utilizar el nitrato de plata para teñir de 

color negro o marrón los depósitos de calcio producidos 

por los osteoblastos. Las células se enjuagaron dos 

veces con agua destilada. Después se colocaron 2mL de 

etanol frío al 70% por pozo, se incubó durante 12h a 

24h en refrigeración a -20°C. Posteriormente se retiró el 

contenido de los pozos y se lavaron con agua destilada. Se 

retiró el agua y añadieron 500μL de solución de nitrato 

de plata al 5%. La placa se colocó en exposición a luz UV 

a 120μJ/cm2 durante 5 a 7 min hasta que se comenzaron 

a visualizar depósitos de calcio en color negro o marrón 

oscuro. Posteriormente se retiró el nitrato de plata y se 

colocó PBS 1x y observaron al microscopio.

Preservación celular

Una vez que el cultivo alcanzó el 90% aproximadamente 

de confluencia celular, se procedió a desprender las 

células con tripsina al 0.05%. Una vez separadas se les 

adicionó 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 nitrógeno líquido para su criopreservación 

a largo plazo.

Análisis estadístico

Se realizó un análisis de Chi cuadrada (X2) para 

determinar el cumplimiento de las siguientes hipótesis: 

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 años y >20 años) 

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 

años, obteniendo un total de 180 piezas, en su totalidad 

terceros molares; en cuanto a la edad, tenemos un 

promedio de 25 años aproximada y mayormente mujeres 

(62%) (Gráfi ca 1). 

Gráfi ca 1.

Incidencia de medios de transporte

para piezas dentales (n=180)
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Fuente: Elaborado por autores

Gráfi ca 2. 

Incidencia de medios de transporte

con crecimiento celular (n=33)
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Fuente: Elaborado por autores.

También se observó que la mayoría de muestras tenían 

su ápice inmaduro, es decir aún abierta la apertura 

dental después de la raíz. 

El medio de transporte RPMI-1640 suplementado, 

mantenía por mayor tiempo el pH entre 7.2-7.5 por 

lo que se utilizó para el transporte de la mayoría de 

piezas dentales (Gráfica 2), además de que se logró 

un porcentaje más alto de crecimiento en cultivos, 

cabe resaltar que logró aislar células de 33 muestras 

(Gráfico 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. 

Extracción de pulpa dental 

Se procesaron 89 dientes para extracción y aislamiento 

de DPSC. El proceso se describe a continuación (fig. 

1): a) y b) Tren de desinfección de la pieza dental; c) 

y d) Apertura de cavidad pulpar; e) y f ) Extracción de 

pulpa dental; g) Digestión de pulpa dental en tripsina; 

h) Cultivo en botellas de 75 cm2.  

El procedimiento para la apertura de las piezas que 

brindó mejores resultados fue el de utilizar una 

pieza de mano de uso odontológico de alta velocidad 

(Appledental, España) perforando desde la corona 

hasta llegar a la cámara pulpar, ya que con el método 

b, los cultivos se contaminaban con residuos del polvo 

resultante de la perforación, además este método 

ofrecía un mejor acceso a la pulpa dental. 

Aislamiento de DPSC

33 muestras extraídas (18.33%) mostraron crecimiento 

celular, la edad de la mayoría de pacientes de estas 

muestras varía entre 16 y 32 años con ápice maduro 

(tabla 1). 

Se cambió el medio cada 72 horas y observó 

crecimiento de DPSC de tipo fibroblastoide, desde 7 

hasta 21 días después. La figura 2 muestra las etapas 

de crecimiento celular, comenzando en pequeñas 

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). 

Celulas troncales aisladas de piezas dentales

 provenientes de población mexicana

 el Estado de Jalisco
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Gráfi ca 3.

Incidencia de piezas dentales obtenidas por edad y género (n=180)
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Fuente: Elaborado por autores.

Figura 1.

Proceso de extracción y cultivo de DPSC

Fuente: Elaborado por autores
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Tabla 1.

Crecimiento celular de las piezas dentales por edad

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 obtención de viales entre los 16-18 años 
posiblemente a un aumento de su capacidad proliferativa.

Caracterización del fenotipo DPSC
Citometría: Se realizó un análisis por citometría de las 
células cultivadas con morfología fi broblástica comparando 
con poblaciones certifi cadas de ATCC. Se realizó el 
análisis por citometría de fl ujo a 10 cultivos de DPSC. Los 
cultivos fueron elegidos al azar, los resultados se muestran 
en la tabla 3 y en un gráfi co de puntos representativo de 
marcadores positivos de MSC (fi g. 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 

número de muestras para corroborar los resultados. 

Figura 2.

Análisis morfológico por microscopia de las etapas 

del aislamiento de DPSC

Fuente: Elaborado por autores.

Figura 2.

 Análisis morfológico por microscopia de las etapas del aislamiento de DPSC. 

Fuente: Elaborado por autores.
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Tabla 3. 

Análisis de marcadores mesenquimales.

Código muestra Género Condición ápice Edad
% marcadores mesenquimales

CD90 CD44 CD105 CD73

40/48 Femenina Maduro 16 93.2 99.5 27.9 23.4

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 32.9 71.5

44/18 Femenina Maduro 20 8.7 37.5 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 5.3 79.1

42/28 Masculino Maduro 25 80.1 79.5 20.3 18.8

42/48 Masculino Maduro 25 91.6 96.9 85.7 96.8

Fuente: Elaborado por autores.

Se observó la expresión de al menos dos marcadores 

mesenquimales (CD44, CD90) con un porcentaje 

mayor del 80% en las muestras analizadas, además 

de que en los molares con ápice maduro se lograron 

mayor porcentaje de marcadores mesenquimales, sin 

embargo, en todas las muestras se logró un crecimiento 

celular de tipo fibroblastoide. Además, las células 

mostraron capacidad de autorrenovación al seguir 

creciendo sin cambiar aparentemente su morfología y 
capacidad proliferativa. 

Multidiferenciación: Se realizó además un ensayo 
para corroborar su multipotencialidad como células 
mesenquimales, mostrando positividad para diferenciarse 
a las 3 estirpes (fi g. 4); condrogénica (b), osteogénica 
(d) y adipogénica (f). Se utilizaron DPSC sin medios 
de diferenciación como controles de cada tinción 

respectivamente (a, c y e). 

Figura3.

Gráfi co de puntos representativo de análisis de marcadores de tipo mesenquimal en DPSC aisladas

Fuente: Elaborado por autores.
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Figura 4.

Multidiferenciación hacia linajes adipogénico, 

osteogénico y condrogénico (40x)

Fuente: Elaborado por autores.

Preservación celular

Una vez caracterizadas, las células se desprendieron 

con tripsina al llegar al 90% de confl uencia y se llevó a 

cabo el registro de un “stock celular”, se identifi caron 

con el mismo código para criopreservarlas en tanque de 

nitrógeno líquido. 

Discusión

Mantenimiento de piezas dentales 

En el presente trabajo determinamos que el medio de 

transporte para las piezas dentales RPMI-1640, mantenía 

un pH constante entre 7.2-7.5 por más 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.20,21 Aunque se ha reportado 

que las muestras dentales se pueden procesar para obtener 

DPSC, hasta 120 horas después de la extracción, nosotros 

observamos mayor crecimiento a un máximo de 24h en 

cadena fría.22,23 Se descartó la posibilidad de preservar las 

piezas a -80°C ya que las 33 piezas dentales preservadas en 

ultra congelación por más de 24 horas se veían afectadas 

en rendimiento celular.

El proceso de limpieza del tercer molar antes de su 

procesamiento se realizó con diversas soluciones como 

suero fi siológico24 o PBS estéril, seguido de una solución 

de povidona iodada al 1% y en tampón fosfato al 1%22 

o yodopovidona al 10% alcohol al 70%25 reportando en 

algunos casos contaminación por hongos. Debido a esto 

se decidió implementar un tren de desinfección 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 cirugía contribuyen a que 

se incremente la posibilidad, la implementación del tren 

de desinfección disminuyó los riesgos de contaminación. 

Extracción de pulpa dental

En la actualidad ya se han reportado protocolos de 

extracción de pulpa dental no solo de terceros molares 

sino utilizando dientes primarios exfoliados la cual 

ya estaba expuesta26 además también se han utilizado 

distintas técnicas para fracturar el diente como láser a 

nivel cervical para hacer microcanales27 o con una pieza 

de alta velocidad para dejar la pulpa expuesta e incluso 

sacar la pulpa del ápice con un extractor pulpar.23,24,28 En 

esta investigación realizamos dos técnicas de extracción 

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 manipulación del tejido al tener mayor 

accesibilidad, por tal, se daña menos el tejido pulpar, 

además este procedimiento deja mayor accesibilidad a la 

pulpa radicular y recuperamos más tejido.

Aislamiento de DPSC

Los primeros investigadores en aislar DMSC, Gronthos y 

cols., realizaron la digestión de la pulpa con una solución 

de colagenasa tipo I y dispasa durante 90 minutos a 37 

°C, otros autores utilizaron el mismo procedimiento de 

disgregación.11,29,30 Mientras que Sasaki y cols. efectuaron 

la digestión DMSC de rata con tripsina/EDTA al 0.25% 

durante 15 minutos .31En el estudio de Brizuela, 2013 la 

disgregación la realizaron únicamente mecánica con una 

hoja de bisturí y cultivaron los explantes, es importante 

destacar que en este trabajo, únicamente se lograron 

muestrear terceros molares de pacientes jóvenes entre 

16 y 18 años de edad.24 En esta investigación se realizó la 

disgregación de la pulpa de manera mecánica seccionando 

la pulpa con una hoja de bisturí y digestiva agregando 1ml 

de enzima tripsina al 0.025%. Esta metodología favoreció 

la digestión de la pulpa dental ya que combinamos dos 

métodos y se redujo el tiempo de exposición de la pulpa 

a la tripsina. Además de ser más económica, también 

facilita disgregar el tejido de una manera rápida. La 
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tripsina al ser endopeptidasas, es capaz de actuar en las 

proteínas presentes en la membrana celular que median la 

adhesión por tal el tiempo de exposición ante esta enzima 

deber de ser corto, no más de 30 minutos si la tripsina se 

encuentra a 37°C o si es en frio, (4°C) entre 6 y 8 horas.32,33 

Por esta razón bajo nuestros procedimientos, esta enzima 

es efectiva ayudando al disgregar el tejido y permitir que 

las DMSC puedan desprenderse del mismo y adherirse al 

plástico de las botellas.

En las metodologías actualmente descritas no mencionan 

muchos detalles en cuanto al tiempo de obtención de DMSC 

o el método de cultivo realizado. Takeda y cols. detallan 

que obtienen DMSC a los 5 días de aislamiento.29 Perry 

y cols. obtuvieron DMSC a las 24 horas de aislamiento.22 

En el estudio de Magallanes y col. en 2010, observaron 

crecimiento de 2 a 5 semanas posterior al cultivo.28 En el 

procedimiento utilizado en esta investigación se obtuvo 

crecimiento de DMSC desde los 7 hasta los 21 días, estos 

rangos varían por muestra, nos dimos cuenta de que un 

factor muy importante para el crecimiento y proliferación 

celular es la edad del paciente, entre más joven sea el 

paciente mayor su capacidad de proliferación y por 

supuesto la integridad de la pulpa de un diente libre de 

caries e infección. 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 obtención DPSC. Posterior 

a esto siguió existiendo problemas de contaminación 

de cultivos por hongos, pero disminuyo en demasía la 

cantidad. Otra constante que infl uyó en esta investigación 

fueron los terceros molares con ápice 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 

ápice maduro e inmaduro tenemos como resultado que se 

obtuvieron mayor cantidad de cultivos DPSC en terceros 

molares con ápice inmaduro. Cabe resaltar que la mayoría 

de las muestras dentales que se lograron aislar y crecer las 

DPSC fueron de pacientes jóvenes lo que concuerda con 

lo reportado por otros autores, donde se indica que las 

muestras de personas mayores presentaron una menor 

capacidad proliferativa, de diferenciación y aumento en 

células apoptóticas.34

Caracterización de DPSC

La sociedad internacional de terapia celular (ISCT por sus 

siglas en inglés) establece criterios mínimos para defi nir 

células madres mesenquimales humanas como: adherencia 

al plástico en condiciones estándar de cultivo, morfología 

celular fi broblastoide, expresión de antígenos de superfi cie 

específi cos como CD44, CD73, CD90, CD105, etc.35 En esta 

investigación al analizar los 33 cultivos de muestras viables, 

corroboramos las características mencionadas por la ISCT 

para las MSC, como la adherencia al plástico y morfología 

celular fi broblastoide. Para el análisis de expresión de 

antígenos de MSC característicos se seleccionaron 10 

cultivos al azar, mostrando expresión de antígenos 

CD44, 73, 90 y 105, sin embargo en algunas muestras los 

porcentajes salieron bajos (<50%), probablemente causado 

por el método enzimático utilizado para su recolección y/o 

por los lavados de las células, lo que pudo dañar proteínas de 

membrana como ya se ha reportado.33 Otra determinante 

es que el análisis se realizó 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 observó en todos los cultivos la morfología 

fi broblastoide y la adherencia al plástico que confi rman su 

origen mesenquimal, además se corroboró la capacidad 

de multidiferenciación hacia condroblastos, osteoblastos 

y condrocitos observando su capacidad de diferenciarse 

hacia esos tipos celulares.

Conclusiones

Se logró implementar un procedimiento para el aislamiento 

de DPSC a partir del procesamiento de piezas dentales 

provenientes de población mexicana del estado de Jalisco. 

Se identifi có que las piezas terceros molares provenientes de 

pacientes con una edad promedio de 25 años, con presencia 

de ápice inmaduro, ofrecen mayores posibilidades de aislar 

células troncales dentales.

También se logró identifi car el medio de transporte 

RPMI-1640 es el adecuado para mantener la viabilidad 

celular durante los tiempos de traslado en cadena fría 

desde la extracción de la pieza dental hasta el aislamiento 

y cultivo de las células troncales provenientes de pulpa 

dental. Confi rmamos que los cultivos obtenidos cumplían 

características de MSC como adherencia al plástico, 

morfología celular fi broblastoide y expresión de antígenos 

de superfi cie como CD44, CD73, CD90 y CD105, se 

observó autorrenovación celular al seguir proliferando 

las células, morfología fi broblastoide y capacidad de 

multidiferenciación hacia distintas estirpes.
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