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1.1. Las células madre 

1.1.1. La investigación actual en células madre: propiedades biológicas generales 

El campo de células madre (Stem cells; SC) representa un área de especial interés 

para la investigación científica dado que los resultados obtenidos hasta la fecha, 

muestran buenas expectativas para el uso de células madre en biomedicina 

experimental y en ensayos clínicos. Además, actualmente existen nuevas estrategias 

terapéuticas, gracias a los grandes avances en la biología de SC, que persiguen el 

objetivo de regenerar los tejidos lesionados por diferentes patologías. Esto puede ser 

potencialmente posible gracias a la troncalidad de estas células (Stemness), es decir, la 

capacidad de células indiferenciadas para someterse a un número indefinido de 

replicaciones (auto-renovación) y dar lugar a células especializadas (diferenciación). Por 

lo tanto, las células madre se diferencian de otras estirpes celulares, ya que son capaces 

de sostener la auto-renovación, son no especializadas, y pueden dar lugar a tipos 

celulares fenotípicamente bien definidos. La diferenciación puede ser identificada por 

un cambio en la morfología celular y por el seguimiento de proteínas específicas de 

marcación en la superficie celular (cluster of differentiation) que son de utilidad 

específica para visualizar su actividad en un tejido, cuando permanecen en reposo (no 

se dividen) durante largos períodos de tiempo, o cuando son activadas por una 

necesidad fisiológica de los tejidos, por enfermedad, o por lesión tisular. Por lo tanto, la 

función principal de las células madre adultas es mantener y reparar el tejido en el que 

se encuentran. Se cree que residen en áreas específicas denominadas “nichos” que se 

han identificado en muchos órganos y tejidos, incluyendo cerebro, médula ósea, sangre 

periférica, vasos sanguíneos, músculo esquelético, piel, corazón, intestino, hígado, 

epitelio ovárico, testis y por supuesto dientes (Dimmeler et al. 2014).  

Los SC se han clasificado en tres grupos principales: células madre embrionales 

(ESC), células madre pluripotentes inducidas (iPSCs) y células madre postnatales / 

adultas (ASC) (Bellin et al. 2012) . Las ASC incluyen: células madre hematopoyéticas 

(Berardi et al. 1995), células madre epidérmicas (Jones, Harper, and Watt 1995), células 

madre mesenquimales (Owen 1988), células madre adiposas (Bobis, Jarocha, and 
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Majka 2006), células madre neurales, células madre limbales y células madre hepáticas 

(Sell 1994).  

Las células madre mesenquimales humanas (hMSC) son células multipotentes 

con gran potencial de diferenciación clonogénica. Están presentes en el estroma de 

médula ósea en adultos. Las hMSC son células con forma de huso, similares a 

fibroblastos, que pueden replicarse como células indiferenciadas. Además, las hMSC 

tienen el potencial de diferenciarse en muchos tejidos derivados del mesénquima, 

incluidos hueso, cartílago, grasa, tendón, músculo y estroma de la médula (Pittenger et 

al. 1999).  Además de la médula ósea, actualmente es posible obtener poblaciones 

similares a MSC a partir de tejidos adiposos y sangre del cordón umbilical (Mareschi et 

al. 2001). 

El tejido adiposo y la médula ósea son las fuentes de hMSC más fácilmente 

disponibles, ya que se obtienen fácilmente y tienen progenitores relativamente 

abundantes. Se ha demostrado que las células madre mesenquimales de la médula ósea 

(BMMSC) mejoran el daño tisular y mejoran la función después de una lesión pulmonar, 

enfermedad renal, diabetes, infarto de miocardio, lesión hepática y trastornos 

neurológicos (Li and Ikehara 2013). 

Sin embargo, las BMMSC tienen mayores complicaciones para diferenciarse en 

linajes condrogénicos y osteogénicos que las MSC derivadas de tejido adiposo. Otros 

linajes de diferenciación, tales como miogénicos, neurogénicos y tenogénicos pueden 

mas bien derivarse de los BMMSC (G. T. J. Huang, Gronthos, and Shi 2009b).  

En las últimas décadas, la investigación de células MSC-like en diversos tejidos 

específicos ha llevado al descubrimiento de una amplia variedad de células madre en 

cada órgano y tejido del cuerpo. Así se vio que existen hMSC de los tejidos orales / 

dentales (Ito et al. 2017; Kaneko et al. 2019; Li and Ikehara 2013). 

El desarrollo dental es un proceso que comienza en la sexta semana en el útero. 

Los dientes se forman a partir del ectodermo oral y el ectomesénquima, que se deriva 

de la cresta neural. El ectodermo forma el órgano del esmalte, que forma el esmalte. El 

ectodermo también interactúa con el ectomesénquima y las formas de dentina, 
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cemento y ligamento periodontal. A medida que se forman los dientes, parte del 

primitivo ectomesénquima se encierra dentro de los posibles dientes que forman la 

pulpa dental, que representa una fuente de células madre. Las células madre de la pulpa 

dental comparten similitudes con BMMSC al exhibir marcadores de superficie similares 

y proteínas de matriz asociadas con la formación de tejido mineralizado (fosfatos 

alcalinos, osteocalcina y osteopontina). Si bien cada parte del diente, tiene su propio 

origen, en principio las SC adultas, no parecen tener mayor implicancia en los estadios 

iniciales del desarrollo del diente, sino que como se dijo antes, esta población constituye 

un reservorio equivalente al de otros órganos (Dong et al. 2019; Yianni and Sharpe 2019; 

Gronthos, Brahim, et al. 2000).  

En 2000, se informó por primera vez el aislamiento y la caracterización de las hMSC 

del tejido pulpar (DPMSC) de dientes del tercer molar( (Gronthos, Mankani, et al. 2000). 

Actualmente, se han obtenido también nuevas poblaciones similares a hMSC de 

diferentes tejidos en relación a las piezas dentarias como los dientes deciduos exfoliados 

humanos (SHED), ligamento periodontal (PDLSC), células progenitoras del folículo dental 

(DFPC), papila apical (SCAP) y tejido gingival (GMSC). Las MSC orales presentan 

multipotencialidad in vitro y pueden diferenciarse en varias poblaciones celulares como 

odontoblastos, osteoblastos, células neurales, condrocitos, adipocitos, mioblastos, 

fibroblastos y células endoteliales (Morsczeck et al. 2005; Sonoyama et al. 2006; Zhang 

et al. 2009; Liu et al. 2015). Estas notables características son muy aprovechables a los 

objetivos planteados en esta tesis.  

1.1.2. Células madre de pulpa dental humana (hDPSCs) 

La pulpa dental es un tejido oral no mineralizado compuesto de tejido conectivo 

blando, componentes linfáticos vasculares y elementos nerviosos que ocupa una 

cavidad central llamada cámara pulpar en el centro de cada pieza dentaria, 

conformando un complejo llamado dentino-pulpar con el tejido que lo recubre y limita, 

la Dentina. La cavidad pulpar es una cavidad de paredes inextensibles y rígidas rodeada 

de un tejido mineralizado con el cual tiene una íntima relación para la supervivencia y 

función de la pieza dentaria. En la corona de la pieza se encuentra la cámara pulpar y se 

extiende a través de la raíz o raíces del diente, como el conducto radicular que se abre 
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hacia el periodonto a través del agujero apical. La sangre, los vasos y los nervios de la 

pulpa dental entran y salen del diente a través de este orificio. La pulpa dental (Figura I-

1) contiene diferentes tipos de células: endoteliales, neuronas, fibroblastos, 

osteoblastos / osteoclastos y odontoblastos (Winning and Townsend 2000). Entre ellas 

con inmunomarcaciones específicas, podrían visualizarse las DPMSC (Ver mas adelante). 

Las células madre de la pulpa dental (hDPSC) son células madre derivadas del 

ectodérmo, que se originan a partir de las células de la cresta neural migratoria y poseen 

propiedades de células madre mesenquimales, con una morfología similar a 

fibroblastos, adherencia a una superficie plástica y forman colonias cuando se cultivan 

in vitro (Martens et al. 2013).  

La localización de hDPMSC en los tejidos de la pulpa dental no está clara, 

principalmente porque no hay un marcador específico de DPMSC. Un estudio histórico 

ha demostrado que existen células similares a odontoblastos (marcadas con timidina 3H) 

están presentes en el sitio de exposición pulpar de los dientes, sugiriendo que la pulpa 

profunda del sitio de exposición contiene DPSC que se diferencian en células similares a 

odontoblastos (Kawashima and Okiji 2016). Sin embargo, muy recientemente, otros 

trabajos muestran que la localización mas probable sería en las proximidades de los 

vasos sanguíneos (Yianni and Sharpe 2019). 

Además, las hDPMSC poseen la capacidad de diferenciación en múltiples linajes. 

Estas células podrían diferenciarse a condrocitos, adipocitos, odontoblastos y células de 

tipo neural en condiciones de inducción apropiadas (Fawzy El-Sayed 2013). Alge y 

colaboradores compararon DPMSC y BMMSC con respecto a su tasa de proliferación, 

formación de colonias, potencial clonogénico y potencial de mineralización, e 

informaron que las hDPSC tienen una mayor tasa de proliferación, un mayor potencial 

clonogénico y un mayor número de células madre / progenitoras en la población y 

pueden tener un mejor potencial de mineralización en comparación con BMMSC (Alge 

et al. 2010). 

Las hDPSCs también expresan marcadores mesenquimales como: CD29, CD44, 

CD59, CD73, CD90, CD146, y no expresan marcadores hematopoyéticos: CD34, CD45, 
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CD11b. Las DPSC han demostrado un gran potencial en medicina regenerativa y se han 

utilizado en modelos pancreáticos, cardíaco y corneal. 

 

 

 

Figura I-1. Ubicación de las 
hDPSCs en el tejido pulpar. A. 
Tinción HE de la pulpa dental de 
incisivos superiores de rata. El 
inicio de la diferenciación de 
odontoblastos (OB) se observa en 
la etapa de campana tardía, y las 
células de la pulpa dental (DP) 
que están en contacto con el 
epitelio interno del esmalte se 
diferencian en odontoblastos. 
(AB, hueso alveolar; D, dentina; 
SR, retículo estrellado. Barra: 100 
μm. B y C. Los OB se localizan en 
la periferia de la pulpa dental y 
extienden sus procesos 
citoplasmáticos a la dentina. Los 
odontoblastos maduros poseen 
cuerpos celulares columnares, 
que están conectados por 
uniones huecas. La transducción 
de señales se induce a través de 
estas uniones. (BV, vaso 
sanguíneo; D, dentina; PD, 
predentina. Barra, 100 μm. Las 
DPMSC se verían en la DP con una 
inmunomarcación específica.  

 

Por otro lado, se logró diferenciar DPMSC en células de islotes, similares a las 

células de islotes pancreáticos (ICA). El ICA derivado de DPSC expresa marcadores de 

células pancreáticas  y también ha demostrado la liberación de insulina de una manera 

dependiente de glucosa, confirmando así su funcionalidad in vitro (Govindasamy et al. 

2011). Estos resultados iniciales muestran que los DPSC son una posible opción de 

tratamiento futuro para la diabetes. 
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También se demostró que las DPMSC pueden secretar factores pro-angiogénicos 

y antiapoptóticos y tener potencial para reparar el infarto de miocardio (IM) inducido 

en modelos animales. Las DPMSC se expandieron in vitro y mejoraron las funciones 

cardíacas dentro de las 4 semanas de la inyección intramiocárdica. Los hallazgos de 

Gandia y colaboradores indican el potencial de las DPSC como una población celular 

alternativa para la reparación cardíaca del infarto agudo de miocardio (Gandia et al. 

2008).  

Adicionalmente, se observó que las hDPSCs comparten características similares 

con las células madre limbales (LSC) in vitro y que poseen potencial para constituir una 

fuente alternativa para la reconstrucción corneal en pacientes con deficiencia de células 

madre de extremidades totales uni o bilaterales. Estos investigadores observaron que 

es posible un trasplante exitoso de DPSC para reconstruir el epitelio corneal en un 

modelo animal con deficiencia de células madre limbares (LSCD) (Gomes et al. 2010; 

Monteiro et al. 2009).  

Estos hallazgos muestran que las DPSC podrían desempeñar un papel fundamental 

en la medicina regenerativa y proporcionar una ventana al potencial aun sin mucho 

explotar de estas células. 

1.1.3. Diferenciación odontogénica de células madre de pulpa dental humana 

(hDPMSC) 

Naturalmente, las DPSCs también se han utilizado en la regeneración de tejido 

dental. Gronthos   y colaboradores demostraron la capacidad que estas células tienen 

para diferenciarse en odontoblastos (Gronthos, Brahim, et al. 2000), e informaron que 

las mDPSC trasplantadas en ratones inmunocomprometidos pudieron generar una 

estructura similar a la dentina revestida con células similares a los odontoblastos 

humanos. En 2001, se demostró que las vías bioquímicas implicadas en el proceso de 

diferenciación de DPSC en odontoblastos son similares a las involucradas en la 

diferenciación de BMMSC en osteoblastos (Shi, Robey, and Gronthos 2001). En 2006, 

Huang y colaboradores diseñaron un experimento bastante original, en el que 

sembraron DPMSC en la superficie de dentina tratada mecánica y químicamente y luego 
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por análisis con microscopía electrónica observaron la formación de una morfología 

similar a la de los odontoblastos con un proceso citoplasmático que se extendía hacia 

un túbulo dentinario. Estos datos demostraron la formación de células con morfologías 

odontoblásticas en la dentina existente, lo que sugiere que las DPMSC aisladas de la 

dentina existente pueden diferenciarse en odontoblastos (G. T.-J. Huang, 

Shagramanova, and Chan 2006).  

Uno de los primeros trabajos que planteó la posibilidad de uso de DPSC hipotéticas 

tomados de la pulpa dental inflamada (IP) fue el de Alongi y colaboradores. Ellos 

postularon que estas células podrían usarse para la regeneración de tejidos dentales, así 

las implantaron en modelos animales y detectaron la formación de complejos similares 

a pulpa / dentina (Alongi et al. 2010). Si bien este grupo de investigación no progresó en 

esta línea de investigación, posteriormente, Davies y colaboradores destacaron la 

importancia de los componentes de la matriz de dentina (DMC) para promover la 

diferenciación dentinogénica. La adición de DMC aumentó los niveles relativos de 

expresión génica de los marcadores dentinogénicos e indujo cambios fenotípicos como 

aumento de la sialofosfoproteína de la dentina y la proteína 1 de la matriz de la dentina 

en las hDPSC (Davies et al. 2015). 

Las propiedades de estas células, en asociación con el reciente desarrollo y auge 

de nuevos biomateriales imprimibles en modelos 3D, abre la puerta a la investigación 

de hDPMSC en andamios tridimensionales. 

En odontología regenerativa, el desarrollo de nuevos andamios adecuados para la 

endodoncia podría representar un nuevo campo importante de investigación de 

materiales dentales (Galler et al. 2011). La ingeniería de tejidos basada en andamios 

representa una estrategia prometedora para reemplazar las estructuras dentales 

dañadas y restaurar sus funciones biológicas (Qu et al. 2014). Dado esto, se evaluó la 

posibilidad la diferenciación odontogénica de DPSC en andamios nanofibrosos (NF) -poli 

(ácido l-láctico) (PLLA) in vivo después de la implantación en ratones nude, (y varios otros 

modelos, ej. andamios de poli (épsiloncaprolactona) (PCL) / gelatina con o sin la adición 

de nanohidroxiapatita) concluyendo que los andamios representan un excelente 

entorno para que los mDPSC regeneren pulpa dental y dentina (Soares et al. 2018; Wang 
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et al. 2011, 2010). En conclusión, la incorporación de nHA en nanofibras de hecho 

mejoró la diferenciación de DPSC hacia un fenotipo de odontoblastos in vivo. 

Los hidrogeles se han estudiado en gran medida como andamios de ingeniería de 

tejidos debido a sus propiedades biológicas favorables (Kwon 2015). En un estudio 

reciente, Cavalcanti y colaboradores evaluaron la compatibilidad de Puramatrix 

(hidrogel peptídico de autoensamblaje) con el crecimiento y diferenciación de hDPSC. 

Además, los investigadores utilizaron el modelo de corte de diente humano con 

Puramatrix, para verificar la diferenciación de DPSC en células similares a odontoblastos, 

midiendo la expresión la expresión de sialophosphoprotein de denin (DSPP) y proteína 

de matriz de dentina 1 (DMP-1). Los autores informaron que después de 21 días en 

rodajas de dientes que contenían Puramatrix, las células DPSC expresaron DMP-1 y 

DSPP, supuestos marcadores de diferenciación odontoblástica, que representan una 

nueva alternativa prometedora de andamios inyectables para la ingeniería del tejido de 

la pulpa dental (Cavalcanti, Zeitlin, and Nör 2013). Similarmente, se desarrolló un 

andamio de hidrogel termo-sensible a base de glicol-quitina biodegradable (GC-TRS) que 

se puede aplicar fácilmente como una solución viscosa suave a temperatura ambiente, 

pero se transforma rápidamente en un hidrogel duradero en condiciones fisiológicas. 

GC-TRS permitió la proliferación y diferenciación odontogénica de hDPMSC y posee el 

mismo potencial para ser utilizado en técnicas de ingeniería de tejidos para la 

regeneración de la dentina (Park et al. 2013). 

Por otro lado, también se presentó un método de regeneración endodóntica 

basado en el uso de un andamio de hialuronano tridimensional (3D) y hDPMSC para 

producir un tejido funcional similar a la pulpa dental in vitro. La construcción de 

hialuronano-DPSC mostró una morfología similar a la pulpa dental, que consta de varias 

células especializadas que crecen dentro de las fibras de hialuronano. Además, estas 

construcciones se implantaron en defectos de tamaño crítico de calvario de rata. Los 

análisis histológicos y los perfiles de expresión génica realizados en injertos de 

hialuronano-DPSC mostraron la regeneración de tejido similar a la osteodentina, lo que 

sugiere el potencial regenerativo del tejido diseñado con hialuronano-DPSC (Ferroni et 

al. 2015). 
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Estos andamios, presentaron resultados variables, muchos de ellos prometedores, 

sin embargo, todos tienen forma estándar. Un factor que muy positivamente alentaría 

el proceso de integración y regeneración ósea sería el de una forma personalizada de 

andamio, a cada situación particular. La disponibilidad de impresoras 3D y resinas 

biocompatibles de impresión, podrían contribuir en este proceso. 

1.1.4. Diferenciación de hDPSC hacia la formación ósea 

La reparación y regeneración del hueso es un desafío importante en el campo de 

la cirugía maxilofacial oral y para todo el cuerpo humano en general (Patil et al. 2018). 

Las enfermedades, traumas y procedimientos quirúrgicos que causan pérdida ósea 

presentan una fuente importante de morbilidad en los grupos demográficos más 

ancianos. Los huesos adultos se remodelan continuamente a través de vías que inducen 

la actividad de osteoclastos y osteoblastos. Las células madre progenitoras ubicadas en 

el periostio y el endoostio poseen un potencial regenerativo e intervención quirúrgica 

limitados y, la utilización de biomateriales que imitan la estructura ósea o el injerto óseo 

son indispensables para resolver la pérdida ósea (Salgado 2006). Es así que, para evitar 

los efectos secundarios causados por la implementación de materiales biocompatibles 

o la extracción ósea, se han investigado nuevos enfoques. 

Las células madre dentales muestran marcadores de superficie y proteínas 

matriciales similares asociadas con la formación de tejido mineralizado (osteocalcina y 

osteopontina) y las células madre de pulpa dental humana representan un posible 

recurso para diferenciarse en osteocitos / osteoblastos. En consecuencia, estas células 

podrían usarse en la regeneración del hueso alveolar y craneofacial. Durante la última 

década se han realizado muchos estudios in vitro e in vivo. Los estudios in vitro 

mostraron que las células madre postnatales, seleccionadas de la pulpa dental humana, 

poseen la capacidad de proliferar y diferenciarse en osteoblastos (Kim et al. 2012; Yianni 

and Sharpe 2019). 

Se ha demostrado que una población de células productoras de hueso estromal 

(SBP) recolectadas del tejido de la pulpa dental, podría diferenciarse en células 

precursoras de osteoblastos que expresan CD44+, factor de transcripción relacionado 

con Runt 2 (RUNX-2) y posteriormente en osteocitos / osteoblastos. Se detectó el nuevo 



Capítulo 1 
Introducción 

16 

 

tejido óseo fibroso, compuesto por una matriz densamente mineralizada después de 50 

días de cultivo in vitro. Además, se informó la formación de tejido óseo laminar con 

osteocitos después del trasplante en ratas inmunocomprometidas (La Noce et al. 2014; 

Laino et al. 2009; Kawashima and Okiji 2016). 

Todo lo anterior, fundamenta un posible futuro uso de hDPMSC en estrategias 

para favorecer el proceso de osificación en diferentes campos de aplicación en 

odontología, particularmente en implantología. 

1.2. La pulpitis irreversible como oportunidad de acceso a tejido fuente 

de células madre 

1.2.1. La pulpa irreversible y su diagnóstico 

Como su nombre indica esta patología implica una inflamación de la pulpa dental, 

ocasionada por diversas causas (infecionsas o no). La misma se diagnostica en piezas 

dentarias permanentes, erupcionadas, con sintomatología de dolor y con apoyo 

radiográfico para la determinación de la lesión.  El dolor es generalmente de moderado 

a grave, punzante o apagado, localizado o referido.  

Las radiografías no son generalmente útiles en el diagnóstico de esta afección, 

aunque puede ayudar a identificar el diente implicado. En un estado avanzado, ésta sí 

puede mostrar un engrosamiento de la parte apical del ligamento periodontal, la 

ubicación y el tamaño de la lesión. El proceso inflamatorio en la pulpitis irreversible 

sintomática puede empeorar tanto, que provoque una necrosis pulpar, con lo que el 

tratamiento definitivo implica la pulpectomía.   

La pulpa dental es un tejido conectivo blando dentro de la corona dental, fuente 

de células madre adultas (hDPMSC). La posibilidad no invasiva de acceso a estas células, 

en comparación a otras fuentes como médula ósea, posee una ventaja.  Así la 

pulpeoctomía resultante de un diagnóstico irreversible de pulpitis, brinda la posibilidad 

de aprovechamiento de un tejido de desecho que hoy no tiene un uso clínico. Por lo 

anterior, este tratamiento representa una opción atractiva de uso en experimentos in 

vitro con muy diversas aplicaciones, como la abordada en esta tesis. 
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1.2.2. Procedimientos de extracción de pulpa dental. Obtención de hDPMSC  

Como se mencionó antes, las hDPSCs se obtienen de dientes primarios y 

permanentes humanos, muelas del juicio humanas, dientes deciduos exfoliados 

humanos y papila apical. Además, también se pueden aislar de dientes 

supernumerarios, que generalmente se descartan. Las DPSC se han aislado de diferentes 

organismos, incluidos humanos, ratones, rata, oveja, chimpancé y cerdo.  

Existen dos métodos ampliamente utilizados para el aislamiento de células madre 

de pulpa dental: el método de ex plante (DPSC-OG) y el método de digestión enzimática 

del tejido pulpar (DPSC-EZ) como se muestra en la Figura I-3 (A y B). 

 

Figura I-2. Obtención de pulpa dental en pacientes humanos. A. El tejido pulpar se extrae 
siguiendo los métodos convencionales endodónticos. B. El tejido pulpar se limpia con materiales 
absorbentes estériles (eliminación de restos de sangre, o trozos pequeños rotos de pulpa). C. 
Posteriormente se deposita, manteniendo la esterilidad, en un tubo eppendoff con medio de 
cultivo sin SFB con Gentamicina (1 mg/m), o Penicilina/Streptomicina (2 U/ml) y Anfotericina B 
(50 ug/ml). El tejido pulpar se extrae posteriormente en campana de flujo de aire laminar y se 
procesa como se explica en el apartado siguiente. 

 

El método de ex plante se basa en el crecimiento de células a partir de fragmentos 

de tejido y la posterior adherencia a una superficie plástica. La segunda técnica consiste 

en la extracción quirúrgica estéril de la pulpa dental, una posterior digestión en 

colagenasa / tripsina, y luego una caracterización y detección mediante el uso de 

marcadores fenotípicos de la población celular a obtener.   

El aislamiento por digestión enzimática se basa en el uso de citómetros de flujo 

con un clasificador/separador de células activado por fluorescencia (FACS – Cell sorter). 
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Esta tecnología viene siendo aplicada con éxito desde hace algunos años (Dong et al. 

2019). En el capítulo de Materiales y Métodos se se explican los procedimientos usados 

experimentalmente en esta tesis. No obstante, en la Figura I-4 se muestran los pasos 

bioquímicos mas frecuentemente usados en la caracterización de las MSC. 

 

Figura I-3. Obtención de pulpa dental en pacientes humanos y posterior recuperación de 
hDPSCs. A través del tejido duro dentario se crea una puerta de entrada hacia la cámara pulpar 
y se extrae la pulpa, que se traslada al laboratorio mantenido la esterilidad en medio de cultivo 
(1).  En el método de explante DPSC-OG se realiza una disgregación mecánica con bisturí y tijera 
(chopper) fragmentando el tejido en piezas (2) mas pequeñas en medio de cultivo a 37ºC, 
posteriormente se lavan los restos tisulares no adheridos y se deja a las células adherentes 
crecer en monocapas (3). B. En la digestión enzimática, la pulpa dental se expone a un cóctel de 
enzimas mediante el cual la pulpa dental se digiere en una solución (colagenasa / tripsina) (4) y 
luego la suspensión celular obtenida se analiza para la expresión de marcadores de Stem (ej. 
CD34+ o CD117+) por citometría de flujo. Usando un Cell Sorter, las células se separan y se 
aplifican o se inyectan dependiendo del protocolo experimental en cada caso (5). Imagen 
adaptada de (La Noce et al. 2014) 
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Figura I-4. Diagrama para la caracterización bioquímica celular de MSC. Esquema adaptado de 
(Rajabzadeh, Fathi, and Farahzadi 2019). La inmunotipificación de estas células implica la 
marcación positiva de al menos CD70, CD73, CD105, CD44 y la marcación negativa de CD14, 
CD45 y CD34. 

 

1.3. La odontología regenerativa y sus recursos 

1.3.1. La regeneración ósea y su problemática 

La implantología es una disciplina con mas de 50 años de evolución. La misma se basa 

en conceptos biomecánicos para lograr resultados favorables. El objetivo de la misma 

es remplazar las raíces de las piezas dentarias mediante implantes de aleaciones de 

titanio con forma de raíz, capaz de integrarse al tejido óseo subyacente.  

La comprensión de la biología ósea (procesos de señalización celular y los mecanismos 

moleculares implicados), la evolución de la química de materiales, y los métodos 

empleados lograron altas tasas de integración positiva al hueso residual (superiores a 

un 97%).  

La condición fundamental para la rehabilitación con implantes dentales es tener un 

terreno óptimo, en cantidad y calidad ósea, para ubicar tridimensionalmente de forma 

correcta las prótesis de raíz (implantes dentarios). Las técnicas de regeneración ósea en 
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los maxilares se constituyen como un método fundamental para lograr este objetivo, 

pero presenta adversidades propias o ajenas a la zona a regenerar. Múltiples factores 

dificultan la capacidad de formar hueso nuevo maduro, en zonas donde existieron 

reabsorciones, es por eso que la tasa de éxito es variable y baja en relación a la lograda 

en implantología.  

En la actualidad existen múltiples técnicas y materiales utilizados con el objetivo de 

mejorar el terreno óseo mediante injertos, ubicados en las zonas con defectos para 

disminuirlos o eliminarlos, y así permitir la correcta ubicación de los implantes dentarios 

y/o favorecer la futura rehabilitación protésica. Consiste básicamente en utilizar 

materiales de injertos de diferentes orígenes (homólogos, heterólogos o sintéticos) 

como soportes o andamios que sirven para el aumento de hueso, nuevo sano y maduro, 

capaz de soportar cargas e integrarse a implantes dentales.  

En general la tasa de éxito de la regeneración ósea es muy variable y relativa. Presenta 

múltiples dificultades: la escasa capacidad osteogénica en el sitio receptor, propiedades 

limitadas de cualquiera de los tipos de injertos de la actualidad, estado local, general y 

hábitos del paciente, tiempo prolongado de curación e integración, y la forma de 

aplicación de la técnica empleada, por solo nombrar algunos de los factores entre otros. 

Esto hace que todavía la regeneración ósea este muy por debajo de el porcentaje de 

éxito buscado para estos métodos terapéuticos, en oposición a lo que se observa en 

implantología, donde la tasa de éxito ronda entre un 95% a 98%.  

La odontología es un campo en constante cambio que ha sido testigo de muchos 

avances en el siglo pasado. La prostodoncia es una rama de la misma que se ocupa de 

reemplazar los dientes perdidos utilizando dispositivos fijos o extraíbles, en un intento 

de simular la función natural del diente. Aunque tales "terapias de reemplazo" parecen 

ser fáciles y económicas, nunca se acercan a sus contrapartes naturales. Las 

complicaciones que surgen a menudo conducen a fallas y reparaciones frecuentes de 

tales dispositivos que rara vez permiten la verdadera función fisiológica de los tejidos 

dentales y maxilofaciales orales. Tales factores pueden afectar críticamente la calidad 

de vida de un individuo.  
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El mercado de implantes dentales y óseos crece continuamente con enormes 

ingresos económicos. Si bien la tasa de éxito de los implantes dentales es cercana al 

100% (mejor que cualquier otro tratamiento medico) necesita de la medicina 

regenerativa para poder lograr tratamientos exitosos y con altos estándares de calidad. 

Es ahí donde se encuentra con la baja y relativa tasa de éxito de la regeneración ósea, y 

la búsqueda constante de mejores tipos de injertos, que combinen las tres capacidades 

ideales: osteoinducción, osteoconducción y osteogenia. En la actualidad los factores que 

hacen vulnerables a los injertos en el sitio receptor afectan enormemente el resultado 

final.  

Es por eso que disminuir los tiempos de la osteointegración, neoformación y 

curación ósea seria de gran aporte al campo de la rehabilitación con implantes. 

 Desafortunadamente, dichos tratamientos se asocian nuevamente con 

problemas tal vez no tan frecuentes, pero problemas al fin, como por ejemplo la 

periimplantitis, que resulta en una eventual pérdida o reemplazo de implantes. Esto es 

particularmente influyente para los pacientes que tienen enfermedades comórbidas 

como diabetes u osteoporosis en asociación con tabaquismo y otras afecciones, que 

indudablemente afectan el resultado final del tratamiento.  

El advenimiento de la ingeniería de tejidos y las terapias de medicina regenerativa 

junto con los enormes avances realizados en sus campos interdisciplinares asociados, 

como la terapia con células madre, el desarrollo de biomateriales y otros, pueden 

generar nuevas metodologías para mejorar la regeneración de tejidos mediante el 

diseño y la construcción de productos biológicos especialmente diseñados para cada 

paciente.  

En una revisión muy reciente, Rajabzadeh y colaboradores, presentan el Diagrama 

para la aplicación de células madre dentales (no solo hDPSCs) en odontología y/o 

medicina regenerativa (Rajabzadeh, Fathi, and Farahzadi 2019).  
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Figura I-3. Diagrama para la aplicación de células madre dentales en odontología y/o medicina 
regenerativa. Extraído de (Rajabzadeh, Fathi, and Farahzadi 2019). 

 

Nótese que no se destaca la idea abordada en la presente tesis de usar hDPSCs en 

implantología dentaria.  

 

1.3.2. Propiedades de adherencia de las hDPMSC en distintas superficies 

La historia de las células madre y su posibilidad de uso en osificación, se remonta 

a la década de 1960-70, cuando Friedenstein y sus colegas aislaron, cultivaron y 

diferenciaron el linaje celular osteogénico de células derivadas de médula ósea de 

cobayos (Friedenstein et al. 1974). Aparentemente, si bien estas células (BMMSCs) no 

presentan las condiciones óptimas para diferenciación celular osteogénica (Marei and 

El Backly 2018), los trabajos iniciales demostraron que era factible.   

Como se mostró antes en los apartados 1.1.3 y 1.1.4 las hDPMSC in vitro son 

capaces de diferenciarse a osteoblastos y odontoblastos. Si bien los últimas son clave 

en el mantenimiento de la estructura del diente1 posiblemente la delicada y específica 

 
1 Los dientes están formados por tres tejidos duros únicos, esmalte, dentina y cemento. El esmalte y el 
cemento cubren la superficie de la corona y la raíz del diente, respectivamente, y la dentina comprende 
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función 2  que ellos tienen en la síntesis de dentina no sea tan aprovechable en 

biomedicina odontológica en el futuro. Por el contrario, si de manera eficiente se logra 

in vivo la diferenciación osteblástica a partir de hDPMSC, y se gobierna este proceso 

farmacológicamente, se estaría ganando una herramienta extraordinaria para acortar 

los tiempos de regeneración ósea. Estos procedimientos no serían solo útiles en 

odontología sino también en otras áreas de la medicina regenerativa. 

El primer paso para lograr esto, debe sortearse usando un vehículo que sea capaz 

de trasportar células eficientemente pegadas, al interior del alvéolo dentario, y a 

continuación, el mismo debe permitir in vivo la expansión, diferenciación celular y 

síntesis de matriz ósea. Existen pocos estudios que evalúen diferentes tipos de soportes 

para la adhesión de hDPMSC, mas allá de los clásicos como placas de Petri o botellas de 

cultivos celulares, (Rahman et al. 2018; Marrelli et al. 2018) y hasta ahora en nuestro 

leal entender no se han usado soportes hechos con resinas biocompatibles para uso en 

impresoras 3D. No obstante, es esperable que las mismas se adhieran a materiales 

porosos de baja densidad, dado que la adhesión celular, es una función mas bien innata 

de las células mesenquimales (Li and Ikehara 2013; Mareschi et al. 2001; Liu et al. 2015). 

1.3.3. Las MSC producen mediadores celulares inflamatorios: citoquinas 

 Además de las propiedades bien establecidas de auto-renovación y diferenciación 

multipotente, las células madre mesenquimales (obtenidas de tejidos orales, y otras) 

 
la porción principal del diente. La pulpa dental es el único tejido conectivo no mineralizado que está 
rodeado de dentina y es rico en vasos sanguíneos y fibras nerviosas. 
2  Los odontoblastos están presentes en la periferia de la pulpa dental y exhiben características 
morfológicas únicas. Extienden proyecciones citoplasmáticas denominadas procesos odontoblásticos en 
los túbulos dentinarios dentro de la dentina. Las estrechas relaciones anatómicas y funcionales entre la 
dentina y el tejido pulpar dental han llevado al desarrollo del concepto del "complejo dentina-pulpar". 
Aunque el rol principal de los odontoblastos es la formación de dentina, cada vez hay más pruebas de que 
también actúan como nocioceptores y células con características inmunes en la defensa de la pulpa 
dental. Los odontoblastos son células de larga vida que se alinean a lo largo de la interfase dentino-pulpar, 
donde mantienen la aposición pre-dentina y dentina durante toda la vida de un diente. Son similares a las 
neuronas y los cardiomiocitos en que son básicamente estables y no se reemplazan.  
Durante el desarrollo del diente, incluida la diferenciación de odontoblastos, las interacciones epiteliales-
mesenquimales son esenciales; las señales del epitelio interno del esmalte son necesarias para la 
diferenciación de los odontoblastos de las células periféricas de la papila dental que están en contacto 
con las láminas basales, que se encuentran entre el epitelio interno del esmalte y la papila dental. Aunque 
los mecanismos precisos responsables de la diferenciación de odontoblastos siguen sin estar claros, se ha 
observado experimentalmente que varios factores la inducen (Ej. miembros de la familia BMP (bone 
morphogenetico proteins).  
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exhiben funciones inmunomoduladoras y antiinflamatorias en varias enfermedades 

autoinmunes o modelos inflamatorios experimentales (Zhang et al. 2009). Un estudio 

clásico de esto último, posiblemente sea el desarrollado por Wen y Colaboradores. Ellos 

investigaron el efecto modulador de las MSC de médula ósea de rata en células 

epiteliales corneales humanas (HCE-T) estimuladas con citocinas proinflamatorias 

interferón gamma (IFN-γ) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), en un modelo de co-

cultivo in vitro. Los resultados mostraron que las MSCs redujeron la expresión de 

moléculas de adhesión e inmunorreguladoras en HCE-T estimuladas con citocinas 

proinflamatorias a través de la ruta de transcripción NF-κB. Además, MSC atenuó la 

expresión de IDO a través de la transcripción de NF-κB y las vías de señalización de TGF-

β1. Por lo tanto, el cocultivo de HCE con MSC proporcionó un modelo in vitro útil para 

estudiar las propiedades antiinflamatorias de MSC que luego se extrapoló a otros 

modelos. 

Estas propiedades biológicas adicionales que las MSC presentan, siempre son muy 

atractivas si van a ser empleadas en algún proceso in vivo que implique trauma o 

implante.  

1.4. Proyecciones futuras del uso de DPMSCs 

Como se puede observar en la clínica odontológica actual, la regeneración ósea 

constituye una disciplina en constante crecimiento y cambio, esto se debe a un aumento 

de requerimientos funcionales y estéticos de los pacientes, que lleva a la investigación 

científica a buscar mejores materiales de regeneración, intentando optimizar los 

estándares de eficacia. 

  Los materiales de regeneración, como se mencionó antes, deben tener 

capacidad de formación ósea, propiciar la diferenciación osteoblástica y guiar la 

deposición del hueso sano neoformado. Estas características están naturalmente, muy 

ligadas a las propiedades biológicas del material de injerto, así los huesos humanos 

(particulados), presentan gran capacidad osteogénica. Los injertos de otras especies (ej. 

Bovinos o porcinos) son osteoconductores y, los rellenos óseos sintéticos, como la 

hidrixapatita (elaborados por síntesis bioquímica), presentan buenas características de 

osteoinducción. Todos ellos sirven como andamios o soportes para que las células 
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puedan continuar con el proceso de curación y formación de nuevo hueso luego de la 

extracción de piezas dentarías. No obstante, es fácil ver, que ninguno cumple 

estrictamente con todas las propiedades ideales. Esto enfoca y alienta a la búsqueda de 

nuevos materiales en combinación con diferentes estrategias terapéuticas. 

El advenimiento de nuevas tecnologías en el diagnóstico digital odontológico abrió 

las puertas al uso de diferentes alternativas: Tomografías, Scanners e Impresoras 3D. 

Estos se han combinado para obtener óptimos resultados clínicos. Nuevos materiales 

como resinas biocompatibles surgieron como opción para la utilización clínica en 

terapéuticas de rehabilitación oral. Sin tener un origen odontológico, el proceso y la 

utilización de todos los recursos digitales se conoce como CAD-CAM. Fase CAD, Diseño 

Asistido por Computadora y Fase CAM Producción asistida por Computadora. Esta nueva 

y original forma de trabajar en odontología se reconoce como work flow. 

Considerando lo anterior, se pensó como parte del aporte original de esta tesis, centrar 

la atención en la utilización de una resina biocompatible de impresión 3D, como un 

andamio de fabricación personalizada, que sirva de vehículo de las hDPMSC, como un 

primer paso, hacia el desarrollo de nuevas estrategias que impliquen el uso 

odontológico de terapias regenerativas celulares del propio paciente en el futuro 

mediato. 
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1.5. Objetivos 

1.5.1. Objetivo General 

En el presente trabajo de tesis nos propusimos estudiar la capacidad de obtención y 

expansión de células madres de la pulpa dental (hDPMSCs) a partir de pacientes con 

diagnostico de Pulpitis Irreversible del nordeste argentino, y evaluar sus capacidades de 

adherencia. 

1.5.2. Objetivos Particulares 

• Obtener el material pulpar en condiciones de esterilidad aptas para el posterior 

cultivo in vitro y poner a punto una metodología para digestión enzimática del 

tejido que permita la recuperación de hDPMSCs. 

• Estandarizar las condiciones de cultivo primario que permitan la expansión de 

estas células 

• Caracterizar el fenotipo de las células obtenidas y su cinética de crecimiento 

• Estudiar algunos aspectos esenciales de su biología como su capacidad de 

producción mediadores de señalización (Citoquinas). 

• Evaluar la capacidad de crecimiento y adherencia de estas células a diferentes 

biomateriales utilizados en técnicas quirúrgicas de regeneración ósea en 

odontología. 
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Obtención y expansión de células madres mesenquimales a partir de la pulpa dental de 

pacientes con diagnóstico de Pulpitis Irreversible, del nordeste argentino. Estudio de 

sus propiedades de adherencia a diferentes materiales 

  

|  Elías J. Azzi 

CAPÍTULO 

2 
MATERIALES Y MÉTODOS 
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Materiales y Métodos 

2.1. Pacientes y procedimientos de muestreo  

2.1.1. Criterios de selección 

2.1.2.  Procedimientos quirúrgicos empleados 

 

2.2. Cultivos celulares primarios y de línea 

2.2.1. Digestión del tejido pulpar. 

2.2.2. Recuperación de hDPMSC y amplificación 

2.2.3. Cultivos de línea  

2.2.4. Mantenimiento de los cultivos 

2.2.5. Preservación de las células nitrógeno líquido 

 

2.3. Evaluación de la expansión de cultivos MSC 

2.3.1.  Evaluación de viabilidad y/o proliferación celular con MTT 

2.3.2. Determinación de parámetros cinéticos (K crecimiento y t` de 

duplicación) 

2.3.3. Ensayos de scratch wound healing (Invasividad celular) 

 

2.4. Estrategias de Biología Molecular 

2.4.1. Obtención de RNA total de muestras tisulares y cultivos 

celulares 

2.4.2. Diseño de cebadores 

2.4.3. PCR cuantitativa 

 

2.5. Análisis por Citometría de Flujo 

2.6. Diseño e impresión de andamios 

2.7. Análisis estadístico  
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2.1. Pacientes y procedimientos de muestreo  

2.1.1. Criterios de selección 

Se seleccionaron 20 pacientes jóvenes entre 20 y 40 años, sin compromiso de 

enfermedades sistémicas. Con sintomatología dolorosa de tipo pulpar en zona antero- 

superior. 

El estudio se realizó sobre piezas dentarías antero-superiores, incisivos centrales, 

laterales o caninos. Piezas unirradiculares con conducto radicular único, con diagnóstico 

de pulpitis irreversible. La misma se caracteriza por un dolor espontáneo o inducido, 

punzante, agudo, localizado o diferido, constante y de intensidad severa. 

Todos los pacientes fueron informados de los estudios a realizar sobre la pulpa extraída 

de las piezas dentarias, y firmaron un consentimiento informado.  

 

2.1.2. Procedimientos quirúrgicos empleados 

En todos los casos se utilizó la técnica convencional endodontica para piezas dentarias 

con pulputis irreversible. Se realizó la técnica anestésica infiltrativa terminal al nervio 

dentario antero-superior. Se procedió a realizar la apertura de la cámara pulpar con 

instrumental rotatorio (Turbina) a alta velocidad (2.5-4.105 RPM) con piedra redonda 

larga para luego regularizar con fresa de carburo de tungsteno de forma troncocónica. 

Una vez que se tuvo acceso a la cámara pulpar se procedió a extraer el paquete vásculo 

nervioso con pulpótomos estériles. 

La pulpa dental se llevo inmediatamente a un tubo eppendof con medio de cultivo 

estéril. 

 

2.2. Cultivos celulares primarios (hDPMSC) y de líneas  

2.2.1. Digestión del tejido pulpar 

El aislamiento de las hDPMSC se realizó inmediatamente de su resección 

quirúrgica dentro de los 90 min, transportándose las muestras en medio de cultivo 
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incompleto Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM-F12) marca Sigma®, 

suplementado con antibióticos (penicilina 50 U/ml y estreptomicina 50 ug/ml) y 

antimicótico (anfotericina B 2,5 ug/ml) en condiciones refrigeradas. Se procedió a la 

remoción de restos de sangre (si los hubiera) y del pulpótomo en placas de Petri de 100 

milímetros (mm). En un primer tratamiento, si intentó digerir la pulpa dental si trozar el 

tejido. Adicionalmente, en los siguientes ensayos, los trozos de tejido se cortaron con 

bisturí (técnica Choper) hasta lograr fragmentos de 1-5 mm3 y se lavaron varias veces 

con solución fría fisiológica suplementada con antibióticos y antimicótico. Luego, los 

pequeños fragmentos se digirieron en condiciones diferentes: 

1. Digestión de la pulpa dental (entera) con Tripsina (0,1%; Bovina 

pancreatica; Sigma® (T1426) por 1, 2 o 3 horas a 37 °C con agitación del 

tubo Falcon cada 20 minutos. Se ensayaron cinéticas de digestión 

detenidas a los tiempos señalados en tubos Falcon de 50 ml con medio 

RPMI, en baño de agua termostatizado.  

2. Digestión con Tripsina (0,1%; Bovina pancreatica; Sigma® (T1426) por 1, 2 

o 3 horas a 37 °C con agitación del tubo Falcon cada 20 minutos. Se 

ensayaron cinéticas de digestión detenidas a los tiempos señalados en 

tubos Falcon de 15 ml en baño de agua termostatizado. Los trozos de tejido 

se suspendieron en medio RPMI. 

3. Digestión con Tripsina (Bovina pancreatica 0,1%; Sigma® (T1426) de los 

trozos pulpares en medio RPMI por 1, 2 o 3 horas a temperatura ambiente 

con agitación del tubo Falcon de 15 ml en Saker a velocidad media. Se 

ensayaron cinéticas de digestión detenidas a los tiempos señalados.  

4. Digestión con Tripsina-EDTA; Sigma® (T3924) (0.25%, filtrada estéril, de 

uso en cultivo celular, 2.5 g de tripsina porcina y 0.2 g EDTA • 4Na por litro 

de solución salina con rojo fenol) de los trozos pulpares en medio RPMI por 

1, 2 o 3 horas a temperatura ambiente con agitación del tubo Falcon de 15 

ml en Saker a velocidad media. 

 

Estandarizando el tiempo de digestión en dos horas, también se ensayó la 

digestión con otras enzimas con o sin combinación de Tripsina según el siguiente detalle: 
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5. Digestión con DNAsa (Roche®; 0,5 mg/ml; pancreatrica bovina) o 

Colagenasa (Tipo I; 1 mg/ml; Sigma® C0125) por 1, 2 o 3 horas a 37 °C con 

agitación del tubo Falcon (15ml) cada 20 minutos. Se ensayaron cinéticas 

de digestión detenidas a los tiempos señalados en baño de agua 

termostatizado. Los trozos de tejido se suspendieron en medio RPMI. 

6. Digestion con Tripsina-EDTA; Sigma® (T3924) de los trozos pulpares en 

medio RPMI por 2 horas a 37 °C con agitación del tubo Falcon cada 20 

minutos; y luego se formó un coctel agregando: 

a. DNAsa (Roche®; 0,5 mg/ml; pancreatrica bovina) por dos horas a a 

37 °C. 

b. DNAsa (Roche®; 0,5 mg/ml; pancreatrica bovina) por 12 horas a °T 

ambiente con agitación en Shaker y,  

c. Colagenasa (Tipo I; 1 mg/ml; Sigma® C0125) por dos horas a a 37 

°C. 

 

En todos los casos luego de la digestión, se agregó RPMI o DMEM-F12 

suplementado con 10% de SFB hasta completar el volumen del tubo, con el objeto de 

detener el proceso de digestión (Melana et al. 2016). 

En el capitulo 3, en la Tabla R-1 se presenta un resumen de los procedimientos 

empleados y los resultados obtenidos de este conjunto de ensayos (Figura R-1). 

 

2.2.2. Recuperación de hDPMSC y amplificación 

Una vez puesto a punto el método de digestión del tejido pulpar, un punto delicado de 

la técnica ha sido la separación definitiva de hDPMSC de fibroblastos y células de tejido 

conectivo no adherentes. Con la ayuda de Falcon® cell strainers de 40 µm (Corning) de 

nylon estériles se facilitó el aislamiento, para obtener rápidamente de manera 

consistente una suspensión de células primarias uniformes, separadas individualmente 

de los restos de tejido. De esta manera las células se filtraron y se centrifugaron durante 

10 min a 1500 RPM. El pellet se resuspendió en 1-2 ml de medio suplementado y se 

realizó el recuento celular en cámara de Neubauer utilizando 10 μl de suspensión con 
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10 μl de azul de tripán 0.4 %. Se determinó el número de células viables/ml (células no 

teñidas) y el número de células totales/ml, ajustando la concentración celular a 5.105 

células /ml. En placas de 24 pocillos se sembraron 1.105 células /ml y se incubaron por 

2 h en estufa de cultivo Thermo Scientific Water Jacketed CO2 Incubator (37 °C y 5 % de 

CO2). Posteriormente los pocillos se lavaron con medio de cultivo para retirar las células 

no adherentes remanentes en flotación. Fue necesario lavar 3-4 veces a intervalos 

regulares de tiempo para eliminar totalmente restos de la digestión (Melana et al. 2016). 

 

 

2.2.3. Cultivos de línea 

Preosteoblastos MC-3T3 (ATCC® CRL-2593™) fueron cultivados en medio Roswell 

Park Memorial Institute (RPMI-1640; GIBCO BRL) o alpha MEM suplementado con 10 % 

de suero fetal bovino y (P-S, como se indicó antes para el transporte del tejido pulpar). 

Esta línea celular representa un buen modelo para estudiar la diferenciación de 

osteoblastos in vitro, particularmente la señalización por adherencia a Matríz 

extracelular (ECM). Tienen un comportamiento similar a los osteoblastos primarios de 

hueso calvario. Las células fueron cultivadas hasta una densidad de 1-2.106/placa de 

petri 100 mm y despegadas usando tripsina 0.25% a 37 °C. Se contaron las células por 

tinción con colorante supravital Tripan-blue y ajustaron a la cantidad requerida al 

momento de uso (Rodríguez et al. 2019). 

Para los experimentos de evaluación de la adherencia celular a los andamios 

impresos con resina biocompatible, se usó la línea celular de macrófagos murinos RAW 

264.7 originada de la Colección Americana de Cultivos Tipo (ATCC® TIB-71) y la línea de 

células embrionarias de riñón HEK-293 (ATCC® CRL-1573™). En ambos casos, las células 

se cultivaron en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) conteniendo 10% de 

suero fetal bovino y 1% de penicilina / estreptomicina a 37 ° C en aire humidificado con 

5% de CO2. 

Todas las líneas celulares fueron gentilmente donadas por el Dr. Jesús Balsinde del 

Instituto de Biología y Genética Molecular de la Universidad de Valladolid, Castilla y 

León, España.  
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2.2.4. Mantenimientos de los cultivos  

Para las líneas celulares se utilizó el medio Dulbecco's minimum essential medium 

(DMEM) (GIBCO-Invitrogen), para crecimiento y propagación, suplementado con 10% 

de SFB incactivado por calor (GIBCO-Invitrogen), L-Glutamina (29,2 mg/ml), Penicilina 

(10,000 U/ml) y Estreptomicina (10 mg/ml) (GIBCO-Invitrogen) como antibióticos. En el 

caso de las hDPMSC se usó la misma combinación, pero usando el medio alpha-MEM de 

GIBCO®. 

Cuando las células llegaron a condiciones de confluencia, se procedió a subcultivar 

para asegurar el crecimiento exponencial de las células. El subcultivo celular permitió 

controlar la densidad del inoculo inicial que aseguro que se trabajara en condiciones de 

crecimiento óptimas para cada línea celular. Para ello, se observó al microscopio la 

botella que se iba a subcultivar para ver si la monocapa era continua y uniforme, se 

eliminó el medio de cultivo y se lavó con PBS sin Ca++ ni Mg++. Se cubrió la monocapa 

con cantidad suficiente de una solución de Tripsina-EDTA 0.25% (GIBCO-Invitrogen) y se 

incubo durante 3-5 minutos a 37°C. Una vez que la monocapa se despegó, se agregó 

suero fetal bovino para inactivar la enzima y se pipeteo para disgregar agregados 

celulares. Se centrifugo a 800 - 1000 rpm durante 5 a 10 minutos, se descartó el 

sobrenadante y se disolvió el pellet en medio suplementado con suero. Luego del 

recuento celular con azul de tripán entre 0,5 - 1x105 cel/ml se sembraron en placas o 

frascos estériles rotulando: línea, pasaje, medio y fecha correspondientes. Se incubo a 

37 °C y 5% de CO2. 

 

2.2.5. Preservación de las células en nitrógeno líquido  

Para la congelación y preservación de cada línea se procedió a levantar la monocapa 

celular como se describió antes. Las células se centrifugaron a 1000 rpm durante 10 

minutos, se eliminó el sobrenadante y se resuspendieron en medio de congelación: SFB 

con un 10% de Dimetilsulfoxido (DMSO) (Baker) como agente criopreservante. Se colocó 

en crioviales (1x 106 cel –1 ml por criotubo) y se dejó en un Mr. Frosty a –80°C, un mínimo 
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de 5 días. Por último, los crioviales se transfirieron a un tanque de nitrógeno líquido 

hasta el momento de su descongelación. 

En la descongelación, el objetivo del procedimiento es eliminar el medio de 

congelación, que contiene DMSO (Baker), molécula que resulta tóxica para las células 

en crecimiento. Se descongeló rápidamente el criovial a 37°C y una vez descongelado, 

se trasvaso el volumen de células con una pipeta a un tubo con 5 ml de medio de cultivo. 

Se centrifugó durante 10 minutos a 1000 rpm y se eliminó el sobrenadante. El 

precipitado se resuspendió nuevamente en 5 ml de medio de cultivo suplementado con 

SFB y se sembró en un frasco de 25 cm3. El frasco se colocó dentro del incubador y se 

realizó el cambio de medio a las 24 horas. 

 

2.3. Evaluación de la expansión de cultivos MSC 

2.3.1.  Evaluación de viabilidad y/o proliferación celular con MTT 

En todos los casos la viabilidad se determinó con coloración con Azul de Tripán 

como se explicó en el apartado 2.2.2.  

Adicionalmente, los diferentes tipos celulares (cultivos primarios de hDPMSC y 

líneas celulares) se evaluaron con diferentes objetivos con la técnica del MTT. Para ello, 

se incubaron en placas de cultivo de 12 o 24 pocillos y se dejaron adherir incubando a 

37 °C y 5 % de CO2 en estufa de cultivo Thermo Scientific Water Jacketed CO2 Incubator. 

A diferentes tiempos se centrifugaron las placas de cultivo a 1500 rpm a 4 °C y se 

removieron los sobrenadantes (que se conservaron a -80 °C para otros estudios). Se 

agregó 700 ul de nuevo medio de cultivo con 100 ul de MTT ((3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-

2,5 difeniltetrazolium bromuro); 5 mg/ml) y se incubaron las placas en las mimas 

condiciones por 4 h más. Finalizado este tiempo se agregó 1 ml de etanol para disolver 

el colorante precipitad (formazán) y se tomaron alícuotas de 200 ul. La absorbancia de 

las mismas a 540 nm fue tomada en lectora de policubetas.  

 

2.3.2. Determinación de parámetros cinéticos (K crecimiento y t` de duplicación) 

Cada población o línea celular tiene parámetros cinéticos que la caracterizan como 

son la constante de crecimiento (k) y el tiempo de duplicación (td). Si bien estos 
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parámetros son mas comunes en cultivos bacterianos o de levaduras para biorreactores, 

en este caso la determinación de los mismos caracteriza a una población de cultivo 

primario (Melana et al. 2016). En el apartado 3.3.1 se exponen las ecuaciones de uso y 

su aplicación a este caso. 

A diferencia del uso de MTT para la evaluación de proliferación (descripto en la 

sección precedente) para este ensayo hemos usado el kit comercial CellTiter 96® 

(Promega). Este test se realizó agregando una solución coloreada de MTT (optimizada y 

premezclada) a los pocillos de cultivo de una placa de 96 wells. Durante una incubación 

de 2 horas, las células vivas convierten el componente de tetrazolio MTT de la solución 

en un producto de formazán, de la misma manera que en el ensayo anterior, pero con 

el beneficio adicional de no tener etapas de lavado, disolución de los cristales, 

precipitación de células, etc.   

Los valores de absorbancia de MTT, se cargaron en PrismGraph for MacOS ver. 

8.21 y se graficaron usando el modelo de crecimiento poblacional. 

 

2.3.3. Ensayos de scratch wound healing (Invasividad celular) 

Este ensayo permite evaluar la migración y el crecimiento de células en cultivo 

cuantificando distancias, superficies y/o tiempos de sellado en la reparación de una 

brecha o corte realizado en una monocapa de cultivo.  

En policubetas de 12 wells se sembraron 1.105 células por pocillos y se dejaron 

crecer hasta confluencia del 80-90% en DMEM – F12 suplementado. Posteriormente, sin 

cambiar el medio, se marcó una línea recta lenta y cuidadosamente, en la monocapa 

con una punta plástica (10 ul) de micropipeta de 1.5 cm aproximadamente. La placa se 

lavó suavemente dos veces con medio para eliminar las células desprendidas, 

reponiendo con medio suplementado tibio. La brecha se monitoreó con registro 

fotográfico cada 6-12 h de cultivo hasta el sellado total (24 h). La superficie de 

separación de los frentes celulares generados, se evaluó cuantitativamente con el uso 

del software Image J. (Liang, Park, and Guan 2007) 
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2.4. Estrategias de Biología Molecular 

2.4.1. Extracción de RNA 

Para la extracción de RNA las células en monocapa (106 células), se lisaron con 1 

ml de reactivo Trizol (Invitrogen). Las muestras homogenizadas se incubaron a 15 - 30°C 

durante 5 min. Se adicionó 200 ul de Cloroformo (Merck), se agito vigorosamente y se 

dejó reposar durante 5 min a 15 - 30°C. Se centrifugaron las muestras a 13000 rpm a 

4°C, separando la fase orgánica de la fase acuosa. Se separó el sobrenadante acuoso y 

se agregó 500 ul de isopropanol (Merck), se agito y se dejó reposar 10 min a 15 - 30°C. 

Luego de centrifugar 5 min a 12000 rpm a 4°C se descartó el sobrenadante con cuidado 

y se dejó evaporar los restos de alcohol en estufa a 37°C. Una vez seco se agregó 45 ul 

de agua tratada con Dietilpirocarbonato (H2O-DEPC) (Sigma) para solubilizar el RNA total 

precipitado. 

 

2.4.2. Síntesis de cDNA 

Mediante la retrotranscripción se sintetizó cDNA utilizando una retrotranscriptasa 

inversa viral M-MLV (Promega). Se incubaron 5 ul de RNA total (2 ug) con 0,5 ul (1 ug) 

de un cebador de oligo (dT), el cual hibrida con una cola de poliA de mRNA, llevando a 

15 ul de volumen final a 70ºC (temperatura de hibridación del cebador) durante 10 min. 

Posteriormente se añadieron los reactivos para la retrotranscripción que fueron los 

siguientes: buffer de reacción RT 1X- dNTPs- M-MLV- en el siguiente esquema:  

• 5 ul buffer RT 1X  

• 1 ul Retrotranscriptasa MMLV  

• 0,5ul dNTPs 

• 0,625 ul RNA Inhibidor 

• 2, 725 agua libre de RNAsa.  

 

El cDNA neo-sintetizado se conservó a -80 °C hasta el momento de uso. La reacción se 

realizó en termociclador Perkin Elmer 2400 durante 60 min a 42 °C. Tras ese tiempo la 

enzima se inactivó calentando la mezcla de reacción 15 min a 70 °C. 
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2.4.3. PCR cuantitativa  

La PCR cuantitativa se llevó a cabo con un equipo ABI 7500 (Applied Biosystems, 

Carlsbad, CA) utilizando el Brilliant III Ultra-Fast SYBR® Verde QPCR Master Mix (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA) y los cebadores específicos para cada gen de interés. Las 

condiciones de ciclado fueron:  

• 1 ciclo: 95 ° C durante 3 min 

• 40 ciclos: 95 ° C durante 12s, 60 °C durante 15 s y 72 ° C durante 28 s. 

• 1 ciclo final: 72 ° C durante 3 min. 
 

Los cebadores fueron diseñados con la misma temperatura de fusión (±3 °C) con 

el propósito de ser utilizados bajo el mismo programa de ciclado. 

La abundancia relativa del mRNA para un gen dado se calcula utilizando el 

algoritmo 2-ΔΔCt, con β-actina y la ciclofilina A como patrones internos. Se midió el nivel 

de expresión de los mensajeros de los siguientes mediadores: CD73; CD105 y la 

citoquina IL-10.   

 

2.4.4. Control de especificidad de los cebadores 

Todos los cebadores, previo a su empleo en las qPCR, fueron testeados utilizando 

una PCR convencional para luego controlar cada amplicón, en una electroforesis en gel 

de agarosa, a fin de comprobar su especificidad. Así, en cada caso, se constató la  

presencia de un único fragmento amplificado (demostrando, ausencia de uniones 

inespecíficas) y el tamaño del amplicón se cotejó con el obtenido de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/.   

La secuencia de los cebadores utilizados: 

CD73, Fw (TCATCCTGGCATCCCTCTTG), Rv (CCGTTGCCATTGTTGATCAC); 

CD105, Fw (TGACATACAGCACCAGCCAG), Rv (AGCTCTGACACCTCGTTTGG): 

-actin, Fw (GTGCTTCTAGGCGGACTGTTAGA), Rv (CAC- GAATAAAGCCATGCCAAT); 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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2.5. Análisis por Citometría de Flujo 

Fue utilizado un citómetro de flujo Partec - PASIII y los resultados adquiridos con el 

software Partec Flomax y analizados con FlowJo 8.0 for Mac.  

El background fue calibrado antes de cada experimento usando los controles 

negativos. Las marcaciones dobles fueron compensadas para corregir solapamientos de 

emisión de fluorescencia y 2x104 eventos fueron analizados y grabados para cada 

muestra.  

Los datos fueron recolectados en forma de histogramas y gráficos de punto (dot 

plot). La media y la mediana de la intensidad de fluorescencia, así como los porcentajes 

de eventos positivos fueron obtenidos después del análisis de los gráficos, usando el 

mismo software. 

En cada caso, las células fueron recuperadas de la placa de cultivo y centrifugados 

a 4 °C por 10 min a 1500 RPM. El pellet celular se resuspendió en 100 ul de PBS filtrado 

y se le agregó 1-3 ul del anticuerpo por cada 106 células. Se usaron mouse monoclonal 

antibodies Abcam® dirigidos a CD90, CD105 y CD45 (ab92574; ab11414; ab8216) según 

recomendaciones del fabricante, y luego se incubó 1 h a 4 °C. Posteriormente, las células 

se centrifugaron para lavar el exceso de anticuerpo no ligado dos veces. El pellet final 

obtenido se resuspendió en PBS y se fijaron con formol al 2 % hasta el momento de 

medición en el clitómetro de flujo. 

 

2.6. Diseño e impresión de andamios 

El proceso de impresión 3D construye un objeto tridimensional a partir de un modelo 

de diseño asistido por computadora (CAD), generalmente agregando sucesivamente 

material capa por capa, por eso también se le llama fabricación aditiva. En el transcurso 

de la última década, la industria dental ha sido revolucionada por la tecnología de 

impresión 3D. Se han desarrollado varias aplicaciones diferentes de impresión 3D, desde 

arreglar dientes rotos hasta facilitar el uso del hilo dental. Las impresoras dentales 3D 

son muy precisas, por lo que las tecnologías más comunes utilizadas son la 

estereolitografía (SLA) y el procesamiento de luz digital (DLP). Dependiendo de la 
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aplicación, se utilizan diferentes resinas y se han creado muchas resinas especializadas 

únicamente para impresoras 3D dentales. 

Para el diseño de andamios hemos utilizados Softwares de plataforma abierta, como por 

ej. Autodesk Meshmixer ver. 3.5 for MacOS (http://www.meshmixer.com) y BlueSkyBio 

(https://blueskybio.com). Asimismo para la  impresión de andamios hemos utilizado una 

impresora 3D ANYCUBIC Photon® (https://www.anycubic.com/collections/anycubic-

photon-3d-printers/products/anycubic-photon-3d-printer). La misma trabaja con las 

siguientes especificaciones técnicas: 

● Tecnología de impresión: Impresora 3D SLA basada en LCD 

● Fuente de luz: luz UV integrada （longitud de onda 405 nm） 

● XY DPI: 47um (2560 * 1440) 

● Resolución del eje Y: 1.25 um 

● Resolución de capa: 25 ~ 100 um 

● Velocidad de impresión: 20 mm / h 

● Potencia nominal: 40 W 

● Tamaño de la impresora: 220 mm * 200 mm * 400 mm 

● Volumen de impresión: 115 mm * 65 mm * 155 mm (4.52 ″ * 2.56 ″ * 6.1 ″) 

● Material de impresión: resina fotosensible de 405 nm  

 

A lo largo de la tesis se ha trabajado con diferentes materiales de injerto, como hueso 

particulado autologo/heterólogo e injertos sintéticos (Ej. Hidroxiapatita). No obstante, 

recientemente, se lazó al mercado una resina biocompatible capaz de ser utilizada en 

impresoras 3D y por ello, se ha utilizado la resina Cosmo® 

(http://en.cosmopolymers.com/products/) para la impresión de andamios. 

 

http://www.meshmixer.com/
https://blueskybio.com/
https://www.anycubic.com/collections/anycubic-photon-3d-printers/products/anycubic-photon-3d-printer
https://www.anycubic.com/collections/anycubic-photon-3d-printers/products/anycubic-photon-3d-printer
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Figura M&M-1. Impresora 3D ANYCUBIC Photon®.  

 

2.7. Análisis estadístico  

Cada uno de los ensayos in vitro se realizó por triplicado. Los resultados de las 

diferentes determinaciones se expresaron como la media ± DE. Las diferencias entre 

grupos se valoraron mediante ANOVA con posterior prueba de Tukey (P < 0.01 o P < 

0.001, según el caso) utilizando el software GraphPad Prism® Ver. 8.0. for mac. 
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Your time is limited so don't waste it living someone else life 

Steve Jobs (1955- 2011)  
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3.1. Obtención de Tejido pulpar y expansión de hDPMSc en cultivo 

primario 

3.1.1. Procedimientos quirúrgicos 

La pulpa dental se obtuvo a través de la endodoncia de las piezas dentarías, de 

pacientes voluntarios con diagnóstico de pulpitis irreversible. Se usó la técnica 

convencional habitual en la atención odontológica general. Primero, se creó un acceso 

a la cámara pulpar (apertura), utilizando un instrumental rotatorio (turbina; 250.000-

400.000 rpm), y luego mediante el uso de pulpótomos estériles, se realizó la extracción 

quirúrgica del tejido pulpar. Se trabajó con una cohorte de pacientes que cumplieron 

con los criterios de inclusión descriptos en M&M (N=20). En el apartado siguiente se 

explican los procedimientos llevados a cabo con las muestras seleccionadas.  

 

3.1.2. Procedimientos previos al cultivo celular primario de expansión de hDPMSC 

Una vez obtenido el tejido pulpar como se describe en la sección precedente, 

maximizando los cuidados de esterilidad, los panículos tisulares se colocaron en medio 

DMEM-F12 (Sigma) frio con penicilina y estreptomicina y antimicótico (anfotericina B) 

en falcon sellado, y se trasladaron al laboratorio. Según se describió en la M&M (Sección 

2.2.) existen dos formas posteriores de tratamiento de la pulpa dental con diferentes 

rendimientos. Nosotros en esta tesis decidimos utilizar un procedimiento mixto que 

combina el uso de cortes tisulares (chopper) con una posterior digestión enzimática 

según se explica en la sección siguiente. 

3.2. Técnicas de digestión y rendimiento de cada procedimiento  

3.2.1. Digestión del tejido pulpar 

La adhesión célula-célula en los tejidos está mediada por una variedad de 

receptores que interactúan homotípicamente (moléculas de adhesión celular o CAM), 

algunos de los cuales dependen del calcio (cadherinas) y, por lo tanto, son sensibles a 

los agentes quelantes como el EDTA. Las integrinas, que se unen al motivo arginina-
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glicina-ácido aspártico (RGD) en la matriz extracelular, también tienen dominios de 

unión a Ca2+ y se ven afectadas por el agotamiento de este ión. La matriz intercelular y 

las membranas basales contienen otras glucoproteínas, como la fibronectina y la 

laminina, que son sensibles a proteasas, y los proteoglicanos, que son minoritarios, pero 

pueden ser degradados por glucanasas como la hialuronidasa o la heparinasa.  

Por esto, se han ensayado diferentes posibilidades de procesamiento del tejido 

vasculo-nervioso, que se resumen en la Tabla R-1.  Se decidió pasar de una solución de 

desagregación simple a una solución más compleja y evaluar el rendimiento celular 

obtenido. Se inició el tratamiento con tripsina sola o tripsina / EDTA como punto de 

partida, agregando o sustituyendo otra enzima (DNAsa o Colagenasa) para mejorar la 

desagregación, y eliminando tripsina si es necesario para aumentar la viabilidad. 

Además del procedimiento bioquímico de desagregación, se agregó la 

disgregación mecánica con bisturí con la técnica de chopper como se explica en 

materiales y métodos. Esta adición mejoró notablemente el proceso de obtención. 

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura R-1. Se observa claramente que, 

a mayor tiempo de digestión, la combinación de tripsina con colagenasa produce el 

mejor rendimiento. No obstante, en todos los casos de digestión de 12 horas, se observó 

un notable aumento de células muertas (teñidas con azul de Tripán; datos no 

mostrados) junto a los restos de tejido no disgregados. 

Siempre existe el riesgo de inactivación enzimática en los cócteles con proteasas, 

ya que la proteólisis resultante termina inactivando a las mismas. La DNasa, no funcionó 

cuando se usó en combinación con tripsina (Datos no mostrados). Por ello se agregó 

antes o bien después de que la tripsina se haya inactivado. Como se observa en la Figura 

R-1, si bien la combinación de cócteles tuvo mejores rendimientos, tampoco fueron 

significativamente mayores en comparación con las digestiones realizadas solo con 

tripsina (ambas están en el mismo orden 2.5-3. 104). El tiempo de digestión, mostró 

similar comportamiento, aunque es de resaltar lo antes mencionado con la aparición de 

células muertas. 
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La elección de qué grado de tripsina usar siempre es algo difícil de estandarizar 

que merece discusión. Hay dos tendencias opuestas: (1) cuanto más pura es la tripsina, 

menos tóxica se vuelve y más predecible es su acción; (2) cuanto más cruda sea la 

tripsina, más efectiva puede ser, debido a la presencia de otras proteasas. Nosotros 

hemos realizado pruebas preliminares, para determinar el grado óptimo para el 

rendimiento celular viable, y los resultados mostrados fueron obtenidos usando Tripsina 

al 0.1%. La actividad residual después del lavado, fue neutralizada por el suero del medio 

de cultivo. 

Para todos los experimentos sucesivos, en cada obtención de hDPMSC, se eligió 

una digestión con Tripsina a 37°C por 2 h. Similares procedimientos han sido descriptos 

aunque no se publican los rendimientos obtenidos ni los cócteles empleados (Zomer et 

al. 2018). 

3.3.2. Evaluación de la expansión de cultivos hDPMSC 

Los resultados mostrados en la Figura R-1 corresponden al conteo celular (eje 

ordenada izquierdo) o a una medida indirecta de la cantidad de células presentes en el 

cultivo, como es la  

cantidad de formazan detectada, producto de la actividad mitocondrial total (eje 

ordenada derecho). Luego de la digestión enzimática del tejido, con la ayuda de un cell 

strainer, se separaron las células disgregadas del resto del tejido, y se pasaron a otro 

tubo falcon de 50 ml. Al mismo se le agregó igual volumen de medio de cultivo con SFB. 

Luego de una centrifugación suave, como se indica en M&M, las células no 

sedimentadas disgregadas se separaron por flotación y el pellet se resuspendió en 2.5 

ml de medio suplementado con SFB y se realizó el recuento celular en cámara de 

Neubauer utilizando 10 ul de suspensión con 10 ul de azul de tripán 0.4 %.  Se determinó 

el número de células viables/ml (células no teñidas) y el número de células totales/ml. 

Posteriormente, las células fueron sembradas en placas de Petri de 30 mm o en 

policubetas de 6 well y se dejaron adherir. A las 24 h, se retiró el sobrenadante de cultivo 

y se remplazó por medio de cultivo nuevo. Este procedimiento se realizó varias veces, 

hasta eliminar totalmente las células no adherentes. 
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Figura R-1. Diferentes métodos de disgregación del tejido pulpar. El tejido dental fue obtenido de 

pacientes y trasladado al laboratorio en condiciones asépticas. La disgregación celular pulpar es el paso 

clave para la recuperación de las hDPMSC intersticiales. Distintos métodos fueron ensayados, con 

variables resultados, según se describen en la Tabla R-1 y en Materiales y Métodos. A. Utilizando Tripsina 

únicamente, se realizó primeramente una cinética de digestión. Dado que no existen diferencias entre los 

rendimientos obtenidos con 2 y 3 h de digestión se consideró el tiempo de 2 horas. B. Comparación del 

conteo celular con la actividad mitocondrial evaluada con MTT. C. Evaluación de la digestión de otras 

enzimas sin tripsina con 2 horas de digestión a 37 °C. D. Cócteles de digestión con acción combinada de 

Tripsina, Colagenasa y DNAsa. Considerando los rendimientos obtenidos se adoptó la digestión con 

Tripsina-EDTA/shaker para los sucesivos experimentos.   

 

Al momento de evaluar viabilidad (en adición al conteo por tripán) se agregó una 

solución de MTT (3 mg/ml). La actividad mitocondrial de las células remanentes se 

cuantificó como se explica en M&M y se muestra en la Figura R-1. 
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Una vez puesto a punto el ensayo de digestión, y la obtención de la primer 

monocapa en placas de Petri, se amplificaron las células en botellas T-75 hasta adquirir 

un número suficiente de las mismas para los experimentos restantes. Luego, 1.106 

células/ml se mezclaron con medio criogénico y se depositaron en crioviales. Los mismos 

se colocaron en un Mr. Frosty para disminuir la T° 1°C /min hasta -80 °C. Posteriormente 

los crioviales se pasaron a Nitrógeno líquido (-190 °C). Estos métodos han sido 

ampliamente validados por nuestro laboratorio (Melana et al. 2016; Echeverría et al. 

2018).  

 

3.3.3. Morfología de hDPMSC  

En principio la población celular, resultante de la digestión es muy heterogénea, y 

quedan restos de células no adherentes que se van eliminando con los sucesivos lavados 

con medio incompleto. La monocapa adherente que se muestra en la Figura R-2 se 

empieza a visualizar 48 h después y se torna totalmente confluente entre las 72 y 96 h.  

 

Figura R-2. Aspecto del cultivo celular primario de hDPMSC. Imágenes del cultivo primario de hDPMSC que 

muestra al menos dos tipos diferentes de morfología en función del microambinte circundante. Cuando 

las células tienen espacio, primeramente, forman espículas alargadas en donde el largo predomina 

francamente sobre el ancho (flechas rojas). A medida que la monocapa confluye, las mismas se vuelven 

mas poliédricas o triangulares (Flechas azules). Magnificación 40X 

 

Esta morfología es diferente a la fibroblástica (Christy et al. 2019; Estève et al. 

2019) y está en consonancia con lo descripto para células mesenquimales humanas 
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(hMSC). Las hMSC se obtienen de muy diversas fuentes, siendo las mas comunes la 

médula y sangre periférica. Aunque otras fuentes mas infrecuentes están siendo 

utilizadas como sangre de cordón, sinovia y ligamento periodontal (Rajabzadeh, Fathi, 

and Farahzadi 2019).  

Las hMSC contienen tres subpoblaciones distintas: (A) células pequeñas, 

triangulares o en forma de estrella con regiones de membrana acentuadas; (B) células 

alargadas, de tipo fibroblástico, en forma de huso; y (C) células grandes y aplanadas con 

núcleo prominente, llamadas FC. Si bien estas poblaciones se describieron en principio 

con marcadores fenotípicos propios (Tapp et al. 2009), estudios recientes con técnicas 

multi-ómicas muestran que morfología y fenotipo van mutando en las sucesivas 

divisiones celulares, cambiando su perfil de activación de genes, expresión de enzimas 

y receptores entre otros (Peffers et al. 2016). Véase el apartado 3.4.1. donde se 

profundiza la caracterización fenotípica. 

 

3.3. Cinética de la división celular y capacidad de migración 

3.3.1. Determinación de parámetros cinéticos (K crecimiento y t` de duplicación) 

El ensayo de proliferación celular por MTT permite un contaje simple, preciso y 

altamente reproducible de las células metabólicamente activas, basándose en la 

reducción metabólica del Bromuro de [3-(4,5-dimethylthiazol – 2 -yl) - 2,5 - 

diphenyltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa, 

convirtiéndose en un compuesto coloreado de color púrpura (formazán) permitiendo 

determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas. La cantidad de células 

vivas es proporcional a la cantidad de formarzán producido. Las hDPMSC se cultivaron 

por triplicado en placas de 24 wells. En todos los casos se colocó 5x105 células/pocillo y 

se incubaron a 37°C y 5 % de CO2 en estufa. Se removieron los sobrenadantes y luego 

las células se lavaron con PBS. Sobre la monocapa se agregó 700 ul de medio de cultivo 

sin suplementar y sin rojo fenol con 100 ul de MTT (1 mg/ml) Cell Titter® y se incubaron 

nuevamente en las mismas condiciones por 2 h adicionales. Finalizado este tiempo, las 
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células se protegieron de la luz y posteriormente se midió la absorbancia a 540 nm en 

espectrofotómetro (Jenway 7305®). Las absorbancias registradas se asumieron como 

medida indirecta de masa celular viable. 

Se evaluó la cinética de crecimiento en la fase exponencial (fase log) y se 

determinaron los parámetros cinéticos para cada población celular. La Figura R-3, 

muestra los datos obtenidos y una comparación, tomando como referencia los 

parámetros conocidos de una línea comercial cultivada en paralelo de preosteblastos 

(MC-3T3 ATCC® CRL-2593™). La Tabla R-2 muestra los parámetros cinéticos (k, y tiempo 

de duplicación), con un 95% de confiabilidad.  

Como se advierte, la curva de crecimiento (Figura R-3) se ajusta a una ecuación 

del tipo exponencial: 

N = No.ek.t.        (1) 

donde No es el número inicial de células, t es el tiempo de crecimiento, N es el 

número de células al tiempo t y k es la constante de crecimiento. De la ecuación (1) 

puede deducirse el tiempo de duplicación de la población celular (td) según la expresión 

(2): 

td = ln 2/k= 0,69 /k        (2) 

Del análisis de la Tabla R2 puede verse que el cultivo de preosteoblastos (MC-3T3) 

es levemente para rápido que el de hDPMSC, pero está en consonancia para lo publicado 

por nuestro grupo para otras líneas celulares (Melana et al. 2016). 

 

3.3.2. Ensayos de scratch wound healing (Invasividad celular) 

El ensayo de scratch wound healing (del inglés cicatrización de heridas por rasguño), es 

un test in vitro fácil, de bajo costo y bien desarrollado para medir la migración celular en 

cultivos. 
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Figura R-3. Determinación de parámetros cinéticos del cultivo celular primario de hDPMSC. 

Determinación de k y td, para las hDPMSC y comparación con los parámetros de una línea celular de 

crecimiento rápido, como la línea MC-3T3.  

 

Tabla R-2. Parámetros cinéticos determinados para dos poblaciones celulares: hDPMSC 

y MC-3T3 1 

Población celular hDPMSC MC-3T3 

Best-fit values 

N0 0,01442 0,03036 

k 0,08498 0,07247 

Td 8,157 9,564 

95% CI (profile likelihood) 

N0 0,002100 to 0,04417 0,01545 to 0,05162 

k 0,06033 to 0,1258 0,06073 to 0,08703 

Doubling Time 5,511 to 11,49 7,964 to 11,41 

Goodness of Fit 

Grados de libertad 13 13 

R2 0,9065 0,9661 

 

1 Muestra valores de la ecuación exponencial de donde se obtiene experimentalmente la 

constante de crecimiento (k) para cultivos de hDPMSC. Se tomó como referencia una línea 

celular con k conocida y crecimiento de duplicación muy próximo al ideal (R2=1). 
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Los pasos básicos implican crear un "rasguño" en una monocapa celular, capturar 

las imágenes al principio y a intervalos regulares durante la migración celular para cerrar 

el rasguño y comparar las imágenes para cuantificar la tasa de migración de las células.  

En policubetas de 12 wells se sembraron 1.105 células por pocillos y se dejaron 

crecer hasta confluencia del 80-90%. Posteriormente, como se describe en materiales y 

métodos, se realizó un scratch con una punta plástica de micropipeta. A los tiempos 

indicados en la Figura R-4 (A, B y C), se fotografió la herida y se determinó el tiempo en 

que toda la superficie de la misma se cubrió nuevamente con células (D, E y F).  

Se obtuvo una velocidad de cierre de 119 m2 por hora, lo cual está en 

consonancia con otros resultados del laboratorio, y es comparable a la invasividad de 

una línea celular tumoral agresiva como son las HCT (cáncer de colon) o las Caki-2 

(Carcinoma renal). 

 

3.4. Caracterización preliminar del fenotipo celular  

3.4.1. Evaluación por qPCR de marcadores fenotípicos 

Como se mencionó en la introducción la mayoría de los tejidos adultos contienen 

poblaciones celulares capaces de renovarse después de un trauma, enfermedad o 

envejecimiento (Pittenger et al., 1999). Estas células se denominan células madre (o 

troncales) y, en principio, serían un reservorio de células indiferenciadas. Las MSC en 

general tienen la capacidad de diferenciarse en células de origen mesodérmico como 

adipocitos, fibroblastos, miocitos, osteoblastos, entre otros (Meruane and Rojas 2010). 

Por lo tanto, es importante el establecimiento del fenotipo de las células obtenidas.  

Rajabzadeh y colaboradores estudiando hMSC de diferentes orígenes 

caracterizaron una docena de marcadores, que necesariamente deben estar presentes 

incluyendo: CD73, CD58, CD90, CD44, CD105, CD29, OCT4, Nanog, CD166, CD49e, MHC 

II y otros. Además puntualizaron que es necesaria la exclusión de: CD14 (marcador de 

monocitos), CD34 (stem cells hematopoiéticas) CD45 marcador panleucocitario, con 
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mayor expresión en células T), CD31 (progenitores mieloides; monocitoides) y CD133 

(Rajabzadeh, Fathi, and Farahzadi 2019). 

 

 

Figura R-4. Análisis de la migración primaria de hDPMSC por ensayo de rascado in vitro. A-

C. Las imágenes fueron tomadas a tiempos fijos 1, 6 y 24 horas luego de efectuado el 

scratch. D-F. Las fotografías posteriormente fueron analizadas con ImageJ ver 1.5 (NIH), 

para cuantificar la superficie del área de rasgado. A cada tiempo las áreas libres de células 

se colorearon con pixeles naranjas y se cuantificaron. Nótese como cambia la morfología 

celular en función del % de confluencia (Ver Figura R-2). Magnificación 40X. 

 

 

Para la evaluación de CD73 y CD105, el RNA total se extrajo de 1.106 hDPMSC 

previamente sembradas en placas de petri de 100 mm. Se obtuvo cDNA a partir de ellas 

como se detalla en M&M y se constató la expresión de los mismos tal como se muestra 

en la Figura R-6. 

 



Capítulo 3 
Resultados y discusión 

54 

 

 
Od. Elias J. Azzi - Tesis de Doctorado – Fac. Od. UNNE 

 
 

 

     

 

 

 

 

 

 

Figura R-5. Velocidad de cierre del Scratch in vitro. Cuantificación del área de cierre y ajuste a 

una ecuación exponencial.  

 

 

 

Figura R-6. Expresión de mRNA de CD73 y CD105. Las MSC crecidas en monocapa, se cultivaron 

según el protocolo descrito en materiales y métodos. Se extrajo el RNA celular total y se analizó 

la expresión del mRNA codificante para los marcadores mostrados mediante RT-qPCR utilizando 

cebadores específicos. Como gen de referencia (House keeping) se usó la -Actina humana. Los 

datos se representan como la media ± la desviación estándar de tres experimentos 

independientes realizados por triplicado. **** p<0.001 ** p<0.01. 

 

Los marcadores ensayados, claramente muestran distinciones en cuanto a la 

diferenciación celular, los adipocitos prácticamente no muestran expresión de los 

mismos, en tanto que los preosteblastos y las hDPMSC tienen niveles muy elevados. Si 

bien CD73 y CD105 no servirían como marcadores de distinción entre MC-3T3 y 
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hDPMSC, esta situación no se da en condiciones fisiológicas.  Lo que sí puede darse es 

que además de hDPMSC, se adhieran a la placa fibroblastos, sin embargo no se ha 

informado que los mismos presenten estos niveles de expresión de dichos marcadores 

(Kahounová et al. 2018). Además, estas células tienen otro tamaño y otra granularidad 

citoplasmática. Para una caracterización mas detallada, desarrollamos ensayos de 

citometría de flujo. 

 

3.4.2. Evaluación por Citometría de flujo de marcadores fenotípicos 

En rigor, la determinación del fenotipo celular debe determinarse por citometría 

de flujo. Para ello, se utilizaron los criterios de la Sociedad Internacional de Terapia 

Celular para células linfocíticas para determinar el fenotipo de hDPSC (Dominici et al. 

2006). Después del proceso de digestión de la pulpa dental de varios donantes (n=3) y 

posterior formación de monocapas, las células se levantaron con tripsina y se fijaron 

para citometría como se describe en M&M. Las células despegadas se ajustaron a 1.106 

células/ml y se usó una mezcla de anticuerpos para el fenotipado. Los marcadores se 

detectaron usando anticuerpos (todos mouse monoclonal antibodies Abcam®) dirigidos 

a CD90, CD105 (ab92574; ab11414), y la exclusión de CD45 (ab8216). Hemos observado 

que las células efectivamente expresan estos marcadores, y también constatamos la 

exclusión del marcador panleucocitario CD45. La Figura R-8 muestra los histogramas de 

marcación correspondientes. 

Estos resultados están en consonancia con los ya mostrados por otros autores, 

obteniendo células hDPMSC con similares procedimientos (C. Huang et al. 2020; G. T. J. 

Huang, Gronthos, and Shi 2009a; Zomer et al. 2018). 
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Figura R-8. Determinación por citometría de flujo de marcadores de superficie en hDPSC. Las hDPSC se 

aislaron de la pulpa dental de dientes permanentes de tres donantes sanos. A. El análisis por citometría 

de flujo mostró una población celular homogénea con un tamaño y granularidad que permitió la selección 

del 96% de ellas. B – C. Las células mostraron marcación positiva para los marcadores mesenquimales 

CD90, CD105 y negativa para un marcador hematopoyético temprano CD45 (D). En celeste se muestra la 

marcación del isotipo y en rojo los respectivos CDs. Se registraron 20000 eventos y los markers de 

histograma muestran los porcentajes de marcación positiva. Las marcas se obtuvieron de células de pasaje 

cuatro por triplicado. Los datos corresponden a un experimento representativo. 
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3.5. Evaluación funcional preliminar in vitro 

3.5.1. Producción de citoquinas antinflamatorias 

Se ha demostrado en modelos in vitro de hMSC obtenidas de médula ósea, que 

influyen en el sistema inmune innato al suprimir la maduración y la activación de las 

células dendríticas (DC) y la citotoxicidad de las células asesinas naturales (Células NK). 

También interactúan con las respuestas inmunes adaptativas al inhibir la proliferación y 

la secreción de citocinas de las células T y la maduración de las células B (Wen et al. 

2014). Todo lo anterior, y otros experimentos no mencionados, hace inferir que las 

hMSC son productoras de citoquinas antiinflamatorias. 

Para demostrar si las hDPMSC obtenidas con el protocolo anteriormente 

descripto, poseen algún rol en la inmunoregulación que potencialmente pueda ser útil 

en modelos in vivo, determinamos por RT-qPCR si expresan innatamente IL-10, en 

comparación a adipocitos extraídos de tejido adiposo humano. Se eligieron adipocitos 

humanos por su facilidad de obtención y porque son células bien diferenciadas, cuyos 

precursores in vitro podrían ser las hDPMSC. 

 

Figura R-8. Expresión de mRNA de IL-10. Las hDPMSC crecidas en monocapa, se cultivaron según 

el protocolo descrito en materiales y métodos. Se extrajo el RNA celular total y se analizó la 

expresión del mRNA codificante para la citoquina mostrada mediante RT-qPCR utilizando 

cebadores específicos. Como gen de referencia (House keeping) se usó la -Actina humana. Los 

datos se representan como la media ± la desviación estándar de tres experimentos 

independientes realizados por triplicado. * p<0.05. 
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Para influir eficazmente en la inmunorregulación, la activación de hMSC requiere 

un microambiente inflamatorio y estimulación por citocinas proinflamatorias, como IFN-

γ y TNF-α, de células T efectoras (Leto Barone et al. 2013).  

Varios factores solubles producidos por MSC están involucrados en la 

inmunosupresión que las mismas poseen. Estos factores incluyen TGF-β, IL-6 e IL-10, y 

otros mediadores que incluyen eicosanoides y enzimas (prostaglandina E2 (PGE2), 

indoleamina-2, 3-di-oxigenasa (IDO) y MMPs)(Christy et al. 2019). Además, las MSC 

pueden disminuir el nivel de expresión de IFN-γ de las células Th1 y aumentar los niveles 

de expresión de IL-4 e IL-10 de las células Th2, promoviendo así la respuesta inmune de 

las células T CD4+ vírgenes hacia la respuesta de tipo Th2. Cuando se cultivan 

conjuntamente y se ponen en contacto con células T vírgenes, las MSC humanas 

promueven la diferenciación y expansión de las células T reguladoras (Tregs). Las Tregs, 

un subconjunto especializado de células T, poseen capacidad para suprimir la respuesta 

de las células T y evitar la sobreactivación del sistema inmune. También se sugirió que 

las MSC mantengan la tolerancia y mejoren la supervivencia de los aloinjertos en el 

trasplante de órganos sólidos principalmente a través de la función de Tregs (He et al. 

2015). 

Hasta el momento no se han diseñado experimentos que permitan evaluar si las 

DPMSC in vivo tienen un rol efectivo en la inmunoregulación. De ser así, podrían 

constituir un elemento clave para evitar la aparición indeseable de focos inflamatorios 

que lleven al fracaso de cualquier intento de implante que se piense en algún lugar del 

sistema fisiológico. 

En adición a sus propiedades inmunoreguladoras, durante la última década, ha 

llamado la atención el uso de MSC como herramienta terapéutica en el trasplante de 

células y órganos sólidos y/o andamiajes sólidos para promover la mejora de injertos y 

disminuir el rechazo orgánico. Las MSC se utilizaron por primera vez con éxito en un 

modelo de trasplante de aloinjerto de piel de babuino y se exploraron en otros modelos 

de trasplante de órganos sólidos, como corazón, islotes pancreáticos y riñón (Fuentes-

Julián et al. 2015; Bobis, Jarocha, and Majka 2006; La Noce et al. 2014; He et al. 2015).  
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La fácil obtención de estas células, su capacidad de adherencia descripta, sus 

aparentes funciones en inmunoregulación, constada por nosotros y por otros autores, 

sumado a su función de diferenciación por excelencia a odontoblastos, nos llevó a 

plantear la siguiente serie de experimentos que se describen en el apartado 3.6. 

3.5.2. Ensayos de adhesión celular 

El mecanismo por el cual las células se unen entre sí y con la matriz extracelular 

(ECM) está regulado por una gran familia de receptores transmembrana (Sorokin 2010). 

La adhesión celular desempeña un papel fundamental en el crecimiento celular, la 

supervivencia, la motilidad, así como un componente necesario para la diferenciación 

celular. Es por eso, que si las hDPMSC han de jugar un rol clave en experimentos in vivo, 

las mismas deben tener la capacidad de poder adherirse a una gran variedad de 

superficies. Por esto, se probó la adherencia de las mismas en: superficies de colágeno, 

colágeno con impregnaciones de hueso particulado y fibronectina. Para evaluar 

adherencia celular a Colágeno, como se indica en Materiales y Métodos, se probó 

cultivar las hDPMSC en placas con colágeno comercial (40 g/ml) y con gelatina (0,2 % 

P/V) con hueso particulado bovino (Ostium®) disuelto en el medio de cultivo.   

La fibronetina es una glucoproteína de alto peso molecular presente en la matriz 

extracelular (ECM). Con el objeto de evaluar, si las hDP-MSC son capaces de adherirse a 

la misma, se usaron placas de cultivo recubiertas con fibronectina CELLCOAT®. Como se 

muestra en la Figura R-9, las células obtenidas mostraron adherencia en todas las 

superficies ensayadas. Si bien con el tiempo, todas llegaron al 100% de confluencia, 

hemos observado, que las células crecen menos en placas que tienen solo fibronectina. 
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Figura R-9. Adherencia de hDPMSC a diferentes superficies. Monocapas con 48 horas de 

evolución. A. Placas de cultivo celular sin tratamiento previo. B-C. Placas de cultivo con una fina 

película de una solución de colágeno comercial (40 g/ml) o gelatina (0,2 % P/V) mezclado con 

hueso particulado. D. Placas CELLCOAT®. Magnificación 40x. 

 

3.6. Montajes sobre andamios impresos 

3.6.1. Diseño e impresión de andamios 

Como se expone en la introducción, un factor que acelera la regeneración ósea 

viene dado por el uso de andamios biocompatibles. El objetivo de los mismos es proveer 

de un ambiente estable y promover la osteointegración en el sitio en donde se requiera 

(ej. En el lugar del maxilar donde se necesite mejorar el terreno para la posterior 

rehabilitación con implantes dentarios).  

Recientemente, se han presentado resinas biocompatibles de impresión 3D. 

Estas resinas han sido pensadas y comercializadas para el uso clínico odontológico 

(fabricación de guías quirúrgicas y piezas dentales provisorias). No obstante, en esta 

tesis, evaluamos la posibilidad de darle otra aplicación a una de ellas, en la impresión 3D 

de andamios osteointegrables. 
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Para ello, usando la resina Cosmo® hemos desarrollado diferentes tipos de 

diseños; andamios con figuras geométricas estándares, y andamios personalizados a 

medida de los defectos óseos y espacios alveolares. Para los experimentos in vitro de 

esta tesis, se usaron primeramente andamios estándares, en forma y tamaño, como se 

muestran en la Figura R-10. 

Como se explica en materiales y métodos, el diseño se realizó utilizando los 

programas Mesh Mixers y Blue Sky plan que son softwares de diagnóstico y diseño 

arquitectónico con un amplio uso en odontología para encerados digitales, creación de 

guías quirúrgicas y planificación digital en los métodos de work flow.  

El diagnostico de los defectos óseos y alveolos pos extracción se realizó siempre 

con Tomografía Axial de haz cónico (cone bean). Con las mismas pudimos obtener cortes 

sagitales cada 1mm y reconstrucciones volumétricas precisas y exactas en forma de 

archivos con formato DICOM. Los mismos se exportaron para su posterior utilización en 

los softwares anteriormente mencionados para el diseño de los andamios.  

A continuación, utilizamos la impresora Anycubic 3D® logrando las formas diseñadas. La 

Figura R-10 muestra andamios de diferentes volúmenes y formas geométricas sin 

adaptación preajustada a los alvéolos. Esto implica que, en su futura utilización, los 

mismos se insertan en la cavidad alveolar usando presión sobre la misma para deformar 

y ajustar el andamio, con o sin la combinación de otro material de relleno óseo.  

Figura R-10. Diseño de impresiones 3D de andamios estándares. Se usó una impresora 3D 

ANYCUBIC con resina biocompatible Cosmo® de uso odontológico intrabucal. A - C. Muestran 

andamios de tamaños y formas tradicionales. 
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Recientemente, nuestro equipo de investigación inició el diseño de andamios 

totalmente adaptables a los defectos particulares de cada caso clínico, es así que 

logramos obtener andamios que pueden ser de utilidad en los defectos óseos 

producidos por las diferentes patologías y también ser usados para el relleno inmediato 

de alveolos pos extracción. 

 

Figura R-11. Diseño de impresiones 3D de andamios personalizados con resina biocompatible 

de uso odontológico. A. Evaluación tomográfica. Corte sagital de un elemento dentario 

anterosuperior. B. Modelo de andamio. Los colores expresan tamaños de poros diferentes. C. 

Modelo de andamio personalizado vista frontal. D. Simulación de inserción de andamio en 

alveolo. 
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3.6.2. Experimentos in vitro con andamios y líneas celulares. Evaluación de la 

adherencia celular.  

Habiendo constatando previamente que las hDPMSC se unen a superficies 

tradicionalmente testeadas en la evaluación de la adherencia, a continuación, nos 

propusimos evaluar si el material empleado en la impresión de los andamios contribuye 

o no a la misma. Para ello, andamios con diferentes formas fueron impresos, Figura R-

12 A y B, esterilizados con radiación UV y finalmente depositados en placas de Petri con 

monocapas de hDPMSC y de diferentes líneas celulares (HEK, Raw 264,7 y MC-3T3) 

previamente desarrolladas.  

En este punto encontramos que el material de impresión, al ser liviano y de muy baja 

densidad, flota, en el medio de cultivo de la placa. Para aproximar el contacto entre el 

andamio y la monocapa celular primeramente presionamos el mismo sobre el fondo de 

la placa de Petri, y observamos que en las primeras 24 h, las células formaron una 

monocapa de aproximación que consiguió la adherencia.  Dada la geometría volumétrica 

de los andamios impresos y los amplios espesores del material, la microscopía óptica 

resultó inútil para la evaluación de la adherencia.  

3.6.3. Microscopía electrónica de barrido (MEB) de los andamios 

La imposibilidad de uso de microscopía óptica o de fluorescencia para la 

evaluación de la adherencia celular nos llevó a analizar la superficie del andamio con 

microscopia electrónica de barrido. El material de resina de impresión resultó ser 

incompatible con los métodos tradicionales de fijación de muestras, en el tratamiento 

previo que usualmente se les practica a las mismas para la desecación y evaluación por 

MEB. Se observó que los andamios se desintegran con etanol absoluto, acetona o 

paraformaldheído. Si bien la fijación con glutaraldheído resultó ser la menos agresiva 

para la integridad de los andamios, hemos observado variaciones importantes en la 

geometría de los mismos. No obstante, esto no afectó al lado del andamio analizado, en 

donde se observó adherencia celular. En todos los casos ensayados se ha observado 

adherencia celular en el material impreso (Células hDPMSC, HEK, Raw 264.7 y MC-3T3).  
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La Figura R-13 muestra las microfotografías electrónicas de las células hDPMSC en 

diferentes aumentos. 

 

Figura R-12. A y B. Andamios con diferentes geometrías y dimensiones fueron impresos y 

depositados en placas de Petri para la evaluación de la adherencia de hDPMSC y diferentes 

diferentes líneas. Equivalentes resultados fueron obtenidos en todos los casos. Los andamios 

fueron presionados con un cubreobjetos estéril (no mostrado) en el lado superior para impedir 

su flotación. C. Finalizado el cultivo los andamios fueron preparados para microscopía 

electrónica de barrido. D. Se constató una firme adherencia celular del andamio al fondo de la 

placa. Posteriormente se evaluó la presencia de células en el lado inferior del andamio.  

 

No se nos ha pasado por alto que la mejor forma de evaluación con microscopia 

electrónica de barrido para estos casos, viene dada por el uso de un Crio-MEB (Toro-

Nahuelpan et al. 2020).  De esta manera es posible observar la muestra a muy baja 

temperatura, preservando las características estructurales de forma óptima, y al mismo 

tiempo evitando los cambios morfológicos inducidos por la deshidratación. No obstante, 

en consonancia con los objetivos planteados en esta tesis, los ensayos desarrollados 

permiten concluir que las células probadas pueden perfectamente unirse a los 

andamios. Esto es un paso clave, para que posteriormente inicien un programa de 
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diferenciación celular basado en los estimuladores existentes en el microambiente 

fisiológico en el que crezcan. O bien, desarrollen una función celular primordial (inducida 

o no), como la formación ósea alveolar por ejemplo.   

 

Figura R-12. Microfotografías electrónicas de barrido de células hDPMSC   adheridas a andamios 

impresos con resina biocompatible Cosmo® de uso odontológico. A. 250x B. 1000x C. 3000x. Las 

células HEK y Raw 264.7 presentaron igual capacidad de adherencia (fotos no mostradas). Las 

imágenes fueron procesadas con software Pixelmator for Mac® (background fibroso de la 

resina). 
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Conclusiones  

A la luz de los resultados obtenidos podemos afirmar que:  

1. Se reconoce a la pulpa dental, obtenida de dientes con pulpitis, como fuente no 

invasiva de células madres. 

2. Se logró in vitro la expansión y proliferación de células obtenidas de la pulpa 

dental. 

3. Usando RT-qPCR y citometría de flujo, hemos constatado que el fenotipo de las 

mismas está en consonancia con el descripto para hDPMSC. 

4. Las mismas tienen considerables niveles de expresión de IL-10 

5. Las hDPMSC pueden crecer in vitro en una intima relación con andamios 

impresos con resinas biocompatibles.  

6. El análisis basado en estudios digitales de diagnóstico odontológico de 

diferentes lesiones, reabsorciones y defectos óseos permite diseñar y fabricar 

andamios personalizados para una futura utilización en regeneración ósea. 

 

Así este trabajo de tesis, sienta las bases para un ulterior desarrollo de utilización de 

una resina biocompatible de impresión 3D, en técnicas de regeneración ósea de 

defectos y conservación de alveolos pos extracción. La fabricación personalizada de 

andamios, que sirvan de vehículo de las hDPMSC del propio paciente, ha de constituir el 

primer paso hacia nuevas estrategias que impliquen el uso odontológico de terapias 

regenerativas celulares, para mejorar el terreno óseo en la colocación efectiva de 

implantes dentales. 
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Resúmen 

 
El siguiente trabajo de investigación surgió de la necesidad de buscar métodos y 

materiales que mejoren las técnicas actuales de la odontología regenerativa y 

rehabilitadora. 

Para ello, se seleccionaron pacientes (n=20) con enfermedad pulpar y diagnóstico 

de pulpitis irreversible. Se realizó el tratamiento endodóntico convencional con el objeto 

de poder extraer la pulpa dental y aprovechar, este tejido, normalmente desechable 

como posible fuente de células madres (hDPMSC).  

Se pusieron a punto diferentes procedimientos de digestión del tejido pulpar y se 

optimizó la recuperación de células madre. Se ensayaron distintas combinaciones de 

tiempos y enzimas de digestión. Posteriormente, se analizó el fenotipo de las células 

obtenidas (usando técnicas de biología molecular y citometría de flujo). Adicionalmente 

se constató el poder de adherencia de estas células in vitro y se observó una propiedad 

funcional fundamental de las células troncales como es la producción de citoquinas 

antiinflamatorias. 

En relación a la adherencia, se usaron diferentes materiales de injerto. Con el uso 

de un nuevo material biocompatible (resina Cosmo®) se imprimieron diferentes 

modelos de andamios personalizados para defectos óseos y alveolos pos extracción. Los 

mismos se emplearon en el desarrollo de cultivos con hDPMSC en condiciones estériles 

in vitro, y se observó adherencia usando microscopía electrónica de barrido. 

Así este trabajo de tesis, sienta las bases para un ulterior desarrollo de utilización 

de andamios de resina biocompatible en técnicas de regeneración ósea. La fabricación 

personalizada de los mismos, ha de constituir el primer paso hacia nuevas estrategias 

que impliquen el uso odontológico de terapias regenerativas celulares, para mejorar el 

terreno óseo en la colocación efectiva de implantes dentales. 
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