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ABREVIATURAS 

AAE Sociedad Americana de Endodoncia. 

BMSC células madres mesenquimales de la médula ósea. 

CD Grupo de Diferenciación. 

CD3 Proteína de la familia de inmunoglobulinas que forma parte de receptor de célula T.  

CD11b Integrina expresada principalmente en monocitos, granulocitos y macrófagos. 

CD14 Co-receptor de (Receptores de tipo Toll) TLR presente principalmente en 

macrófagos, neutrófilos y células dendríticas. 

CD29 Integrina. Se expresa en superficie de MSCs y fibroblastos. 

CD34 Glicoproteína involucrada en adhesión célula-célula. Se expresa tempranamente en 

células de origen hematopoyético. 

CD44 Receptor de ácido Hialurónico. Participa en adhesión y contacto celular. 

CD45 Glicoproteína transmembrana con actividad tirosina quinasa. Expresado en superficie 

de células hematopoyéticas. 

CD90 Thymocyte differentiation antigen 1(THY.1) marcador de superficie de células 

madre y participa en contacto célula-célula y célula-matriz. 

CD105 Glicoproteína de superficie característica de proliferación de células endoteliales. 

CER Comité de Ética en Investigación. 

CF Zona libre de células o acelular.  

CFU unidades formadoras de colonias.  

CIBRO Centro de Investigación en Biología y Regeneración Oral. 

ColI (Cadena alfa del colágeno de tipo I) 

CP Zona central de la pulpa. 

CR Zona rica en células o celular. 
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CTV Cell/Trace Violet. 

DFSC células madres mesenquimales del folículo dental. 

DMSO Dimetilsulfóxido. 

DPSC células madre mesenquimales de la pulpa dentaria. 

DPSC-S células madre mesenquimales derivadas de pulpa sana. 

DPSC-I células madre mesenquimales de la pulpa enferma o inflamada. 

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay. 

FBS Suero fetal bovino. 

FITC Flourocianina Isocianato. 

G-CSF Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos. 

GMSC células madres gingivales derivadas del mesénquima. 

GM-CSF Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos-Monocitos. 

H-E Hematoxilina y eosina.  

HLA-DR Clase II Complejo mayor de histocompatibilidad de clase II. 

HLA–G Antígeno G leucocitario. 

HSCs Células Madre Hematopoyéticas. 

IDO Indolamina 2,3 dioxigenasa. 

IFN Interferón. 

IL Interleuquina. 

ION Ionomicina. 

ISCT Sociedad Internacional de Terapia Celular. 

LT-CD3 Linfocitos T marcados con CD3. 

α-MEM Medio Mínimo Esencial. 

M-T Masson Trichrome. 
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MHC Complejo Mayor de Histocompatibilidad. 

MLR Reacción Mixta Linfocitaria. 

MSCs Células Madre Mesenquimales 

MSP Mononucleares de sangre periférica. 

NK Células Natural Killer. 

NO Óxido Nítrico. 

OESC: células madres del epitelio oral. 

PBS Buffer Salino de Fosfato. 

PDLSC células madres mesenquimales del ligamento periodontal. 

PE Ficoeritrina. 

PECy5 Ficoritrina Tamdem Cyan 5. 

Pen/Strep Penicilina/Streptomicina. 

PGE2 Prostaglandina E2. 

PHA Phytohaemagglutinin A. 

P Predentina. 

PSC células madres mesenquimales derivadas del periostio. 

p/v  peso/volumen. 

RPM revoluciones por minuto. 

RPMI Roswell Park Memorial Institute medium. 

SD Desviación estándar. 

SDF-1 Factor derivado de célula de estroma. 

SCAP células madres mesenquimales de la papila apical.  

SGSC células madres mesenquimales derivadas de las glándulas salivales. 

SHED  células madres mesenquimales de dientes primarios exfoliados.  



10 
 

TCA ácido tricloro acético. 

TGF-β1 Transforming growth factor. 

TGPC células madres mesenquimales derivadas del germen del diente permanente. 

Th1/Th2 T helper1/T helper2. 

TIMP1 (Inhibidor de metaloproteinasas)  

TLR  Receptores de tipo Toll. 

TNF-α Factor de Necrosis Tumoral.  

Tregs Células T Reguladoras. 

Triple/Select Tripsina. 

TSG-6  Factor de necrosis tumoral inducible 6. 

UIC Universidad Internacional de Catalunya. 

WST-1 Reactivo de proliferación celular de sales de tetrazolium / formazan. 
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2.0 JUSTIFICACIÓN 

Hoy en día la regeneración tisular mediante el uso de células madre mesenquimales 

(MSC) es un tema que está en estudio a nivel mundial. La cavidad bucal es un nicho 

interesante de obtención de MSCs. Las primeras en obtenerse fueron de tejido pulpar sano 

(DPSC). Sin embargo, hay poca investigación acerca de las características funcionales y las 

propiedades inmunomoduladoras de las DPSC derivadas de pulpa sana e inflamada. Frente 

al problema de investigación encontrado, surge la pregunta ¿cómo afecta la inflamación 

local las propiedades funcionales y la capacidad inmunomoduladora de células madre 

mesenquimales obtenidas de pulpa dentaria humana? El objetivo general de esta tesis 

doctoral fue evaluar las características  funcionales de las DPSC derivadas de pulpa sana e 

inflamada y determinar las propiedades inmunomoduladoras de las DPSC, para el 

desarrollo de un modelo de regeneración tisular. 

En esta investigación se utilizaron células madre mesenquimales derivadas de pulpa sana y 

de pulpas con diagnóstico de pulpitis irreversible; además utilizamos células derivadas de 

tejido gingival humano (GMSCs). Las DPSCs y las GMSCs fueron caracterizadas según 

los criterios establecidos por la “International Society for Cell Therapy” (ISCT). Para 

evaluar la capacidad inmunomoduladora, se midió el efecto de las MSC en la proliferación 

de los linfocitos (LT-CD3). Para entender el mecanismo involucrado en la inmunodulación, 

medimos la enzima indoleamina-2,3 dioxigenasa (IDO) que cataliza la degradación del 

triptófano en la ruta metabólica a quinurenina, debido a que la inmunosupresión ocurre por 

la depresión del triptófano, que es un aminoácido esencial, y la acumulación local de 

metabolitos. La enzima IDO es requerida para la inhibición de células productoras de IFN-γ 

y junto a la PGE2 bloquea la actividad de las células NK. En el futuro planeamos evaluar la 

expresión de factores de crecimiento beta 1 (TGFB-1), Prostaglandina E2 (PGE2), 
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Interleukinas 6 y 10 (IL-6, IL10) y el Factor de Necrosis Tumoral Inducible (TSG-6) entre 

otros. Además, desarrollamos un modelo de diente para la regeneración tisular en base a un 

biomaterial natural y DPSCs. Para el análisis estadístico de los resultados se utilizó el 

programa Stata11, utilizando el test de Kruskal Wallis y Graph Pad. 
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3.0 INTRODUCCIÓN  

3.1 Células madre  

Las células madre son células indiferenciadas con potencial de proliferación elevado, 

con capacidad de auto renovarse y de generar uno o más tipos celulares que desempeñan 

funciones especializadas en el organismo (1). Estas células pueden encontrarse en la 

mayoría de los tejidos, tales como la médula ósea (2), intestinos (3), y piel (4), entre otros. 

En condiciones normales no se dividen, pero si hay alguna injuria en los sitios donde estas 

células se encuentran, éstas se diferencian y favorecen el proceso de reparación (5). Las 

células madre pueden ser clasificadas como embriogénicas y postnatales (adultas) (6), 

siendo estas últimas las más utilizadas en investigación. 

3.1.1 Celulas madre mesenquimales 

Las células madre mesenquimales o también llamadas estromales multipotentes 

(MSC), corresponden a un grupo determinado de células indiferenciadas las cuales tienen 

un elevado potencial proliferativo (1), caracterizándose además por su capacidad de 

autorenovación y por generar uno o más tipos celulares con funciones específicas (1). Se ha 

observado que estas células son multipotentes y tienen una morfología fibroblastoide (1,7). 

Las MSCs tienen la capacidad de originar diferentes estirpes celulares en forma 

unidireccional, dentro de los que se destacan fibroblastos medulares, células reticulares, 

osteocitos, adipocitos y condrocitos. Las MSCs provienen de diversos tejidos, entre los que 

podemos mencionar la médula ósea (8), los músculos, tejido sinovial, placenta, sangre del 

cordón umbilical, líquido amniótico, membrana amniótica, tejido adiposo, hígado, pulmón 

y tejidos dentarios entre otros (9,10). Es importante destacar la plasticidad celular que se 

traduce en la capacidad de diferenciación en cualquier tipo de célula (mesodérmicas, 

endodérmicas y ectodérmicas) (11). 
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3.1.2 Características de las MSCs 

En el año 2006 la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT, sigla en inglés), 

propuso los criterios mínimos para definir las MSCs humanas. Las MSC tienen la 

característica de ser plástico-adherentes cuando se mantienen en cultivo estándar, poseen 

forma fusiforme alargada similar a fibroblastos y son capaces de proliferar y diferenciarse a 

células de tejido adiposo, condroblasto y osteoblasto entre otros (7). Fenotípicamente las 

MSCs se caracterizan por tener una forma alargada similar a fibroblastos, por carecer de 

marcadores hematopoyéticos, como CD11b (Integrina expresada principalmente en 

monocitos, granulocitos y macrófagos), CD34 (Glicoproteína involucrada en adhesión 

célula-célula que se expresa tempranamente en células de origen hematopoyético), CD14 

(Co-receptor del receptor del tipo toll presente principalmente en macrófagos, neutrófilos y 

células dendríticas), CD45 (Glicoproteína transmembrana con actividad tirosina quinasa, 

expresado en superficie de células hematopoyéticas) y por presentar positividad para los 

marcadores CD29, CD44 (Receptor de ácido hialurónico que participa en adhesión y 

contacto celular), CD73, CD105, CD90 (12). Estas células además son capaces de sintetizar 

componentes de la matriz extracelular como fibronectina, versicán y colágeno-1, también 

producen factores solubles como G-CSF (Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos), 

GM-CSF (Factor estimulador de colonias de granulocitos-monocitos), IL-1, IL-6, IL-7, IL-

11 (citoquinas), TGF-β1 (Transforming growth factor), SDF-1 (Factor derivado de célula 

de estroma), IDO (Indolamina 2,3 dioxigenasa), PGE2 (Prostaglandina E2), entre otros 

(13). Estos factores solubles se ven involucrados en procesos inflamatorios y en respuesta a 

estimulaciones mediadas por quimiotaxis. Las MSCs se alojan en los tejidos dañados 

modulando la respuesta inflamatoria mediante la expresión de quimioquinas y receptores de 

citoquinas que les permiten migrar hacia estos sitios dañados. 
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3.1.3 Propiedades de las MSCs 

Las propiedades que presentan las MSCs, podemos encontrar las siguientes: 

 Auto renovación: Capacidad que tienen las células para dividirse y dar origen a 

células idénticas a la célula progenitora (14).  

 Multipotencialidad: Capacidad que tiene una célula para dar origen a distintos tipos 

celulares dentro de un mismo tejido (2, 14).  

 Plasticidad: Capacidad que tiene una célula para diferenciarse en células distintas a 

las de su tejido de origen, incluso si son de distintos origen embrionario (15, 16). Existen 

varios mecanismos propuestos para explicar la aparente plasticidad de las células madre 

mesenquimales: 

o La transdiferenciación, describe la conversión de una célula de un linaje tisular a 

otra célula de un linaje completamente distinto. Esto conlleva a la pérdida de los 

marcadores tisulares específicos y las funciones del tipo celular original, junto con la 

adquisición de marcadores y funciones del tipo celular transdiferenciado. 

o La fusión entre una célula madre mesenquimal y una célula de un tejido específico. 

o La existencia de múltiples poblaciones de células madre dentro de un grupo de 

células. 

o La capacidad de las MSC para desdiferenciarse a un linaje celular más primitivo y 

menos especializado, y luego, rediferenciarse hacia otro linaje celular (17).  

Las células madre mesenquimales poseen un número determinado de divisiones celulares, 

hasta alcanzar la senescencia de replicación celular (2,18,19). 
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3.1.4 Proliferación 

Las células madre se han definido como células con un amplio potencial de auto 

renovación (20), así como por una elevada capacidad de proliferación y potencial de 

diferenciación (21). El término proliferación, se refiere a su capacidad de producir una 

MSC diferenciada mediante una división celular asimétrica. El número de estas se 

mantendrá constante si únicamente se lleva a cabo la división simétrica, siempre y cuando 

en cada ciclo una MSCs pueda dar lugar a dos células madre hijas. La división simétrica 

provee un mecanismo para incrementar la población después de una pérdida de las mismas 

(22). 

3.1.5 Inmunomodulación  

Esta propiedad de las MSCs comprende todos aquellos mecanismos utilizados para 

potenciar o disminuir la respuesta inmunológica. Las MSCs tienen acción sobre los 

linfocitos T helper y T reguladores, los cuales mantienen el equilibrio del sistema inmune y 

promueven la tolerancia inmunológica frente a antígenos propios. Específicamente, inducen 

la inhibición de linfocitos T de manera eficiente sin llevarlos a apoptosis. El mecanismo 

inhibitorio por el cual la MSC lleva a cabo este proceso está mediado por contacto directo y 

secreción de moléculas solubles (23). 

En los últimos años se ha demostrado que las MSCs poseen propiedades 

inmunomoduladoras, sin embargo, a pesar de las investigaciones aún no se han 

determinado los mecanismos subyacentes (24). En la inmunomodulación las MSC son 

capaces de afectar a las células innatas y adaptativas del sistema inmune a través de dos 

mecanismos, uno mediante contacto directo célula a célula (T, B, dendríticas y macrófagos) 

y el segundo mediante la liberación de factores solubles como prostaglandina E2 (PGE2), 

factor de crecimiento transformante beta (TGFβ), óxido nítrico (NO), indolamina 2.3– 
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dioxigenasa (IDO), factor de crecimiento hepático (HGF) y el antígeno G leucocitario 

(HLA–G) entre otros (25). Por otro lado se ha descrito que las MSCs liberan factores de 

crecimiento, quimioquinas, citoquinas, y hormonas, las que ejercen efectos paracrinos, 

favoreciendo la migración, proliferación y adhesión  potenciando así sus propiedades 

funcionales (26). Las MSCs tienen efectos inhibitorios o inmunosupresores en la 

proliferación y activación de los Linfocitos T (LT) (27, 28, 29). Varios reportes resumen las 

propiedades inmunosupresoras de MSCs adultas de la siguiente manera: 1.-Las MSC 

adultas suprimen la proliferación de Linfocitos T, la secreción de citoquinas y citotoxicidad 

y regulan el balance de las estirpes Th1/Th2 (27, 30). 2.-Las MSC regulan la función de las 

células T Reguladoras (Tregs); aumentan la viabilidad de las células B o inhiben su 

proliferación y detienen el ciclo celular (31). 3.-Las MSCs afectan a la secreción de 

anticuerpos y a la producción de moléculas co- estimuladoras de células B. 4.-Las MSC 

inhiben la maduración, activación y presentación de antígenos de las células dendríticas 

(32) y además inhiben la activación de células Natural Killer (NK) mediante la Interleucina 

-2 (IL-2) (25, 33). Las MSC derivadas de pulpa dental (DPSC) aisladas el año 2000 (34) 

presentan una alta tasa de formación de colonias y son capaces de diferenciarse a 

odontoblastos, adipocitos, condrocitos, osteoblastos y neuronas (35). Las DPSCs exhiben 

una mayor tasa de proliferación en comparación a las BMSCs (34, 36, 37). Las DPSCs son 

células clonogénicas, altamente proliferativas y capaces de regenerar tejidos tales como 

vasos sanguíneos con una disposición similar a la encontrada en dientes humanos (27, 35, 

38). También se ha descrito la capacidad de las DPSC de inhibir la proliferación de LT 

estimulados, lo que hace que su capacidad inmunomoduladora sea interesante evaluar al 

momento de un contexto de trasplantes alogénicos de médula ósea (38).  
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Representación de las Funciones de MSC, imagen tomada del artículo de (Maumus et al  

2013) (31). 

3.1.6 Fuentes de obtención de MSCs 

Se ha descrito que las células madre mesenquimales pueden ser encontradas en 

diversos tejidos de distintos orígenes embrionarios. Dentro de los tejidos de origen 

mesodérmico en los cuales se han aislado MSCs se pueden mencionar la médula ósea (2), 

el músculo (39), el tejido adiposo (40), la membrana sinovial (41) y el periostio (42). En los 

tejidos de origen endodérmico, se han aislado en de sitios como el intestino (3), y de tejidos 

ectodérmicos como la piel (4), tejido nervioso y de los tejidos dentarios y periodontales 

(42,43). 
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3.1.7 MSCs de origen oral y dental 

En lo que respecta a los sitios de obtención de MSC intraorales y dentales, Diogenes et 

al en el año 2013 (44), logró identificar 12 potenciales sitios donde sería posible encontrar 

estas células. Dentro de las más investigadas podemos mencionar las siguientes:  

SHED: MSCs de dientes primarios exfoliados (45). 

PDLSC: MSCs del ligamento periodontal (46). 

SCAP: MSCs de la papila apical (47, 48). 

DFSC: MSCs del folículo dental (49). 

DPSC: MSCs de la pulpa dentaria (34, 35). 

BMSC: MSCs de la médula ósea de huesos orofaciales (maxilar y mandíbula) (50). 

GMSC: células madre gingivales derivadas del mesénquima (51) 

Otras células madre que están siendo estudiadas: 

PSC: MSCs derivadas del periostio (PSC), de glándulas salivales (SGSC), de germen de 

diente permanente (TGPC), del epitelio oral OESC (50). 

 

Dibujo esquemático de los potenciales sitios de obtención de células madre post-natales en 

la cavidad oral tomada del artículo de  Diogenes et al 2013 (44). 
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3.1.8 Células madre mesenquimales derivadas de tejido gingival 

 Las MSC derivadas de tejido gingival (GMSCs) descubiertas el año 2009, se ha 

demostrado que poseen capacidad inmunomodulatoria (36), también poseen un gran 

potencial de proliferación y adherencia al plástico y morfología fibroblastoide (52). 

Además, tienen potencial de diferenciación a varios linajes (52, 53). Son de fácil cultivo y 

proliferan rápidamente en comparación a las MSC provenientes de médula ósea (BMSC), 

también muestran un potente efecto inhibitorio en la proliferación de los LT (51). En 

enfermedades inflamatorias experimentales como colitis, se ha visto favorecido el fenotipo 

M2 en macrófagos permitiendo la cicatrización de los tejidos (37, 52). TNF-alfa e IFN-

gamma actuarían como señales en la intercomunicación entre las células inmunes y las 

MSC, con un posible papel en la inmunosupresión mediada por MSC (53).  

3.1.9 Células madre mesenquimales derivadas de pulpa dental  

Las MSC derivadas de pulpa dental (DPSC) aisladas el año 2000 (34), presentan una 

alta tasa de formación de colonias y son capaces de diferenciarse a odontoblastos, 

adipocitos, condrocitos, osteoblastos y neuronas (35). Las DPSCs exhiben una mayor tasa 

de proliferación y viabilidad de DPSCs en los primeros pasajes en comparación a las 

BMSCs (36, 37). Las DPSCs son células clonogénicas, altamente proliferativas y capaces 

de regenerar tejidos tales como vasos sanguíneos con una disposición similar a la 

encontrada en dientes humanos (27, 35, 38). También se ha descrito la capacidad de las 

DPSC de inhibir la proliferación de LT estimulados, lo que hace que su capacidad 

inmunomoduladora sea interesante evaluar al momento de un contexto de trasplantes 

alogénicos de médula ósea (38). Las DPSCs también inducen la apoptosis de LT activados, 

propiedad importante en el caso de tratar enfermedades autoinmunes e inflamatorias (38). 
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El mecanismo de inhibición de la proliferación de LT sería mediante la secreción de TGF- 

β1 (34, 38). Los receptores de tipo Toll (TLR) presentes ampliamente en células del 

sistema inmune desencadenan la inmunosupresión de las DPSCs, mediante la expresión de 

TGFβ e IL-6 (34).  

La cantidad de tejido pulpar obtenido de los terceros molares es alta, pero el problema 

radica en la dificultad que dicha obtención implica. La extracción de terceros molares, por 

lo general, requiere de un procedimiento minucioso y detallado que se realiza 

frecuentemente en pabellones quirúrgicos. Por esta razón, la obtención de las DPSCs a 

partir de terceros molares es difícil (16). Otra manera de obtener tejido pulpar y no 

necesariamente de terceros molares, es por medio de la extracción pulpar al momento de 

realizar una biopulpectomía, obteniendo así pulpa dentaria con diagnósticos clínicos de 

pulpa normal y pulpitis. Esta manera de obtención de tejido pulpar, favorecería la obtención 

de una mayor cantidad de DPSCs y no significaría ningún daño hacia el paciente, ya que la 

remoción pulpar es una parte de la misma terapia endodóntica, con la única diferencia que 

se guardaría dicho tejido en vez de ser desechado. La mayoría de los estudios en DPSCs se 

han realizado con terceros molares extraídos sanos, libres de caries o que han sido extraídos 

motivos ortodónticos, teniendo así un diagnóstico pulpar de pulpa normal (16). En los 

últimos años, se han identificado y caracterizado DPSCs obtenidas a partir de pulpa 

dentaria inflamada es decir, con un diagnóstico de pulpitis irreversible (59,61). En un 

estudio recolectaron pulpas normales a partir de terceros molares extraídos libres de caries 

y muestras de pulpa inflamada de dientes con diagnóstico de pulpitis irreversible (54). Se 

aislaron y caracterizaron las DPSCs de pulpa inflamada y luego, analizaron su potencial 

regenerativo en un modelo de estudio in vivo. (54, 55) Sus resultados permitieron concluir 

que fue posible aislar DPSCs de tejido pulpar inflamado, y estas expresaron los marcadores 
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característicos de células madre mesenquimales de manera similar a las de DPSCs de pulpa 

normal. En los experimentos in vitro, las DPSCs de pulpa inflamada presentaron un menor 

potencial osteogénico y dentinogénico que las DPSCs de pulpa normal (54). Aún se 

desconocen los mecanismos moleculares que determinan las alteraciones en las DPSCs 

derivadas de pulpa inflamada, por lo que es necesario realizar más estudios para determinar 

si se pueden utilizar como fuente de DPSCs (54). En otro estudio realizado el año 2012 por 

Pereira et. al., se compararon la morfología, la capacidad de proliferación y potencial de 

diferenciación de las DPSCs aisladas de pulpa normal y de pulpa inflamada. Sus resultados 

sugieren que la morfología, la capacidad proliferativa y el potencial de diferenciación entre 

las DPSCs de pulpa normal e inflamada eran similares (55). 

3.2 Pulpa dental  

3.2.1 Histología de la pulpa dental  

La pulpa dental es un tejido compuesto por tejido conectivo, componentes 

vasculares, linfáticos y nerviosos que ocupan la zona central (cámara pulpar) y los canales 

radiculares o conductos de la pieza dentaria (56). de las funciones de la pulpa destacamos la 

formativa, que se caracteriza por la formación de dentina primaria y secundaria por los 

odontoblastos en la capa externa del órgano pulpar. Además, la pulpa nutre a la dentina 

debido a los vasos sanguíneos ubicados bajo las células odontoblásticas. Otras funciones 

son la sensorial que permite alertar cuando una injuria ocurre y provoca daños en la pieza 

dentaria, así mismo la respuesta directa o defensiva para detener diversos procesos dañinos 

que afectan a la pieza dentaria, como por ejemplo, un proceso carioso mediante la 

formación de dentina terciaria (reparativa o reaccional), o bien, la formación de dentina 

esclerótica, provocando la obliteración de los túbulos dentinarios. La cámara pulpar está en 

la corona del diente y refleja la forma externa del esmalte, pero en las piezas posteriores, 
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podemos observar la presencia de cuernos pulpares, los cuales son una prolongación de la 

pulpa hacia las cúspides de los molares (57). El canal radicular, es la continuación de la 

cámara pulpar, pero ubicado en la raíz dentaria (zona apical). La pulpa se ubica por en el 

centro de la raíz, y sigue su anatomía (58). La pieza dentaria tiene inervación e irrigación, 

las cuales entran por el foramen apical, que cuando el diente es joven, está abierto. 

Mediante el proceso de maduración dentario, se va formando el canal radicular principal y 

los canales radiculares accesorios, resultando muchas veces una intrincada anatomía de los 

canales, así como la aparición de múltiples foraminas, aparte del foramen apical, 

provocando la comunicación con el ligamento periodontal no solo en la zona apical de la 

raíz, sino que también en otros tercios radiculares (59). La pulpa dental contiene un 

reservorio de células que provienen de células indiferenciadas de la papila dentaria. Estas 

células indiferenciadas multipotentes son tipo fibroblastos que mantienen la capacidad de 

diferenciarse en diversos tipos celulares. Bajo la capa de odontoblastos, en la zona rica en 

células, en encontramos dichas células. Además, posee otros tipos celulares, tales como los 

fibroblastos. La mayor parte de las células de la pulpa son fibroblastos y sintetizan y 

secretan componentes de la matriz extracelular, tales como colágeno. Por otro lado, 

observamos la presencia de células defensivas tales como histiocitos y macrófagos, 

leucocitos polimorfonucleares, linfocitos, y mastocitos, entre otros. Los odontoblastos son 

las principales células encargadas de la formación de dentina. Estas células emergen de las 

células mesenquimales de la papila durante el desarrollo dentario y sintetizan y secretan 

glicoproteínas. La glicoproteína forma la matriz de la predentina la cual es mineralizable 

por el odontoblasto, generando así la dentina (60). 
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Al analizar histológicamente la pulpa dentaria, podemos distinguir las siguientes 

regiones o zonas: Adyacente al tejido calcificado de la dentina, específicamente a la 

predentina (P), encontramos la capa odontoblástica (O). Bajo la capa odontoblástica, 

encontramos la zona libre de células o acelular (CF), en donde hay plexos capilares y 

pequeñas fibras nerviosas. Más al centro identificamos la zona rica en células o celular 

(CR), la cual contiene fibroblastos y células madre indiferenciadas y finalmente, 

observamos la zona central de la pulpa (CP), la cual contiene grandes vasos y nervios (60, 

61). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Microfotografia de pulpa dental que muestra dentina (D), predentina (P), capa odontoblástica (O), 

zona libre de células (CF), zona rica de células (CR), y zona central de la pulpa (CP) tomada de  

Pashley et al 1994 (60). 
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3.2.2 Patología pulpar 

La Sociedad Americana de Endodoncia (AAE) (62), estandarizó los diferentes 

diagnósticos pulpares y periapicales con el fin de poder entender y favorecer el diálogo 

entre los diversos endodoncistas a nivel mundial, haciendo uso de solo una terminología, 

permitiendo una homogenización de los diversos diagnósticos que pueden presentar las 

piezas dentarias. Los principales diagnósticos a nivel pulpar entregados por la Sociedad 

Americana de Endodoncia, son los siguientes: 

• Pulpa Normal: Diagnóstico clínico en donde la pulpa dental está asintomática y 

responde normalmente a las pruebas de sensibilidad. Aunque la pulpa dental puede no estar 

normal a nivel histológico, clínicamente la pulpa normal responde a la prueba de frío, con 

una duración no mayor a 1 o 2 segundos de retirado el estímulo. No se puede llegar a un 

diagnóstico sin comparar el diente de interés con un diente sano (diente control), 

idealmente su homólogo contralateral no afectado. 

• Pulpitis Reversible: son hallazgos subjetivos y objetivos que indican que la 

inflamación pulpar puede resolverse y regresar a la normalidad si se tiene un manejo 

adecuado de la etiología. El malestar será experimentado cuando un estímulo como el frío o 

dulce es aplicado sobre el diente y desaparece a los pocos segundos de retirado el estímulo. 

Dentro de las etiologías más comunes, podemos incluir la exposición dentinaria 

(sensibilidad dentinaria), caries o restauraciones profundas. No hay cambios radiográficos 

en la zona periapical del diente afectado y el dolor no es espontáneo. Seguido del 

tratamiento de la etiología, el diente requiere de evaluaciones futuras para determinar si el 

estado de pulpitis reversible, volvió a la normalidad (63).  
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• Pulpitis Irreversible Sintomática: son hallazgos subjetivos y objetivos que indican 

que la pulpa vital inflamada es incapaz de sanar y que el tratamiento endodóntico es el 

indicado. Podemos encontrar: dolor agudo a los estímulos térmicos, persistente 30 

segundos o más después de retirado el estímulo, espontáneo y referido. Algunas veces el 

dolor se acentúa por cambios posturales, tales como acostarse o inclinarse, y en este caso, 

los analgésicos son inefectivos. Las etiologías más comunes son caries profundas, grandes 

restauraciones, o fracturas con exposición pulpar. El diente con pulpitis irreversible 

sintomática puede ser difícil de diagnosticar porque la inflamación aún no alcanza los 

tejidos periapicales, haciendo que no duela o presente molestias a la percusión. En estos 

casos, la historia dental y las pruebas de sensibilidad térmica son la principal herramienta 

para diagnosticar este estado pulpar. (64) 

• Pulpitis Irreversible Asintomática: diagnóstico clínico basado en hallazgos 

subjetivos y objetivos que indican que la pulpa vital inflamada es incapaz de sanar y que el 

tratamiento endodóntico es el indicado. En esta categoría, podemos encontrar el pólipo 

pulpar o pulpitis hiperplásica, y la reabsorción radicular interna o endorrizálisis. El pólipo 

pulpar se da normalmente en niños o en pulpas con una gran irrigación. El tejido pulpar 

comienza a inflamarse y a formar un epitelio plano pseudoestratificado que empieza a 

aflorar y a juntarse con las células descamativas de la mucosa, observándose como una 

verdadera masa al interior del diente. En la endorrizálisis, la pulpa, en vez de reparar ante 

un trauma o estímulo nocivo crónico de baja intensidad, comienza a fibrosarse o 

necrosarse, produciendo dentinoclastos que van provocando la reabsorción de la dentina 

(65). 
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3.3 Aplicaciones de células madre.  

La regeneración tisular implica el reemplazo de tejidos afectados con células idénticas 

que pueden ser generadas a partir de la estimulación de MSC por diferentes mecanismos 

moleculares y celulares involucrados en la morfogénesis dental; por ello se buscan 

diferentes opciones para facilitar la utilización de MSC como tratamiento clínico de 

enfermedades periodontales y traumas bucales funcionales (21). Dado el potencial de 

diferenciación de las MSC a otros linajes celulares, así como su fácil obtención, cultivo, 

manejo y alta tasa de proliferación in vitro son consideradas como una poderosa 

herramienta terapéutica para el tratamiento de patologías caracterizadas por el daño o 

destrucción de tejidos, como por ejemplo enfermedades del sistema nervioso, esquelético, 

cardíaco y hematopoyético, entre otros. Se ha descrito que las MSC mejoran la función 

hematopoyética en el trasplante de células madre; y tratamiento de enfermedades inmunes 

tales como enfermedad de injerto contra huésped, artritis reumatoide, encefalomielitis 

autoinmune experimental, sepsis, pancreatitis aguda, esclerosis múltiple, diabetes tipo 2, 

enfermedad cardiovascular entre otras (66, 67). Otras investigaciones han reportado que el 

uso de MSC derivadas de tejido adiposo en conjunto con una fracción vascular del estroma 

tiene capacidades inmunomoduladoras (68). Otros estudios se enfocaron en inducir la 

diferenciación de los DPSCs en los condrocitos, mostrando que la estrategia propuesta 

puede tener un enfoque directo y eficaz para la ingeniería de tejidos con el objetivo de la 

terapia de las lesiones de cartílago (69). Dentro de las patologías asociadas a la diabetes, se 

han realizados estudios en neuropatías, mediante el trasplante de DPSC cuyos resultados 

sugieren que este trasplante y dosificación fue beneficioso para la recuperación de los 

parámetros neuropáticos en pacientes diabéticos (70). 
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Para la regeneración de la pulpa dental, se han descrito dos enfoques, uno de ellos 

consiste en que las células huésped de la papila apical migran hacia el conducto radicular y 

se diferencian en un tejido de pulpa vascularizado (71). El siguiente enfoque usa las MSC 

en un material biocompatible en un modelo de diente. El potencial de diferenciación de las 

MSC funcionaría directamente en el canal radicular para la neoformación de un tejido de 

pulpa dental (72, 73). En ambos casos, las  MSC parecen jugar un papel importante en la 

regeneración del tejido de la pulpa. Sin embargo, los materiales utilizados en muchos 

estudios fueron materiales sintéticos (Puramatrix TM y Matrigel BD) los que pueden generar 

productos de degradación ácida que son citotóxicos para los cultivos celulares (73, 74). Los 

investigadores en regeneración pulpar habían utilizado el modelo de bloque de dentina y un 

andamiaje biodegradable sembrado con DPSCs lo que permitió la generación de un tejido 

similar a la pulpa dental (73). El diseño del biomaterial que utilizamos en este proyecto fue 

en base a un hidrogel Agarosa VII Sigma ® la cual ha sido estudiada desde sus propiedades 

funcionales hasta mecánicas, y se ha demostrado su capacidad de permitir  la diferenciación 

condrogénica de células madre adultas, entre otras características (75). Además, se generó 

un modelo heterotípico 3D de mucosa oral artificial y  piel basada en fibrina-agarosa con 

células madre derivadas de la gelatina de Wharton (76). También quisimos incluir un 

derivado de sangre autólogo, plasma rico en plaquetas (PRP) que es una fuente rica de 

factores de crecimiento concentrados, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas 

(PDGF) y el factor de crecimiento transformante (TGF-b1, TGF-b2), insulina (IGF-1, IGF-

2) y factor de crecimiento endotelial vascular que actúa como un factor estimulante para la 

proliferación de condrocitos in vitro (77, 78).  

En base a todos los antecedentes presentados, el objetivo general de este estudio fue 

analizar las características funcionales y las propiedades inmunomoduladoras de las células 
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madre mesenquimales provenientes de pulpa dentaria humana para el desarrollo de un 

modelo de regeneración tisular basado en un bloque de dentina con DPSCs en un andamiaje 

de fibrina-agarosa. La relevancia de este estudio es presentar los fundamentos de una nueva 

opción para la práctica clínica en la futura aplicación potencial de las DPSC en medicina 

regenerativa. 
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4.0 HIPÓTESIS  

 

H0: No existen diferencias en la proliferación, viabilidad y capacidad inmunomoduladora 

de las MSCs obtenidas a partir de pulpas dentarias humanas con diagnóstico de pulpa 

normal y de pulpitis irreversible. 

 

H1: Existen diferencias en la proliferación, viabilidad y capacidad inmunomoduladora de 

MSCs obtenidas a partir de pulpas dentarias humanas con diagnóstico de pulpa normal y de 

pulpitis irreversible 
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5.0 OBJETIVOS 

5.1 Objetivo general  

Estudiar las características funcionales y las propiedades inmunomoduladoras de las 

MSCs provenientes de pulpa dentaria humana para el desarrollo de un modelo regeneración 

tisular. 

5.2 Objetivos específicos  

1. Comparar las características funcionales de las DPSCs derivadas de pulpa sana e 

inflamada. 

2. Evaluar la capacidad imunomoduladora de las DPSCs (sanas e inflamadas) sobre la 

proliferación de los linfocitos T-CD3. 

3. Desarrollar un tejido artificial por técnicas de ingeniería tisular y analizar el 

comportamiento de las DPSCs en un biomaterial natural. 
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6.0 METODOLOGÍA 

6.1 Tipo de estudio 

Este estudio es analítico y observacional. Experimental in vitro. 

6.2 Lugar de estudio 

Este estudio se realizó en el Centro de Investigación en Biología y Regeneración 

Oral (CIBRO), de la Facultad de Odontología de la Universidad de los Andes, ubicada en 

Av. Mons. Álvaro del Portillo nº 12455. Las Condes, Santiago, Chile. 

6.3 Obtención de muestra pulpar  

 Este protocolo fue aprobado por el Comité de Ética del Servicio de Salud 

Metropolitano Oriente, Santiago de Chile (03-2017). Además fue aprobado por el Comité 

de Ética en Investigación (CER) de la Universidad Internacional de Catalunya (UIC). 

Código del estudio CBAS 2018-06. Considerando los principios éticos de la declaración de 

Helsinki, los donantes que aceptaron participar firmaron un consentimiento informado. Las 

muestras de pulpa se obtuvieron de pacientes sanos hombres y mujeres, no fumadores entre 

22-45 años de edad que asistieron al Centro Odontológico de la Universidad de los Andes 

durante marzo a mayo del 2017. Las pulpas sanas fueron obtenidas de 5 pacientes que 

donaron los terceros molares o premolares libres de caries extraídos por indicación 

ortodóncica y las encías fueron obtenidas de la zona del trígono retro molar, durante el 

procedimiento de exodoncia. Cada donante se enjuagó con 5 ml de Clorhexidina Lacer ® al 

0,12% por 1 minuto. Luego, se anestesió el diente con 2 ml de clorhidrato de lidocaína al 

2% con epinefrina 1: 80,000 (Septodont, Saint-Maur-des-Fosses, Francia). Una vez 

comprobado el efecto anestésico, se colocó un campo estéril y se realizó la exodoncia. Una 

vez avulsionado el diente, se colocó en PBS1X (Corning®) con Penicilina/Streptomicina al 

1% (Pen/Strep Corning®), para ser trasladado al Centro de Investigación en Biología y 



33 
 

Regeneración Oral de la Universidad de los Andes (CIBRO). Los dientes se trabajaron en 

la campana de flujo laminar (ZHJH-C1106C, Zhicheng). El diente se puso en una placa de 

Petri para cortarlo transversalmente con una fresa Endo-Z (Av 152 Maillefer®) a nivel del 

límite amelocementario, dejando expuesta la cámara pulpar y la pulpa se extrajo con un 

extractor pulpar VDW®. Las pulpas dentales inflamadas fueron obtenidas de 5 pacientes 

con diagnóstico de pulpitis irreversible que requerían tratamiento endodóntico para remover 

el tejido pulpar. Los especialistas en endodoncia según práctica clínica, incluyendo el 

historial de dolor espontáneo y el dolor persistente ante el estímulo frío determinaron el 

diagnóstico de acuerdo al consenso establecido por la AAE. La vitalidad de la pulpa se 

confirmó con el acceso endodóntico y aquellos tejidos de pulpa necrotizados fueron 

excluidos. En los casos de biopulpectomia las pulpas inflamadas se obtuvieron con un 

extractor pulpar VDW®estéril de tamaño adecuado para cada caso. Las muestras de tejido 

fresco se colocaron en medios de transporte fríos que consistió en PBS1X (Corning®) con 

Penicilina/Streptocimica (Pen/Strep Corning ®) al 1% y se enviaron inmediatamente al 

Centro de Investigación en Biología y Regeneración Oral (CIBRO) en la Universidad, para 

su procesamiento. Las imágenes fotográficas macroscópicas fueron capturadas con una 

cámara Nikon D5000. 

6.4 Cultivo y expansión de células madre mesenquimales de pulpa dental. 

Todos los explantes obtenidos se colocaron en flasks de 12,5 cm2 (Falcon ®) con 

medio de cultivo completo Alpha MEM (Corning®) suplementado con 10% de suero fetal 

bovino (FBS, Hyclone®), 1% de Anfotericina B (Corning ®) y 1% de Pen/Strep 

(Corning®) en una incubadora de cultivo Sanyo ® a 37°C, con aire humidificado y 5% de 

CO2. Las muestras fueron lavadas cada 3 días con PBS1X (Corning®) y además se realizó 

el cambio de medio. A las 2 semanas de cultivo el explante fue retirado del flask y se 
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observaron las primeras células. Los explantes de las DPSC se conservaron en Formalina 

tamponada al 10% (Sigma ®) hasta su posterior procesamiento. Las células se cultivaron 

durante 3 semanas hasta una confluencia de 80%, se tripsinizaron con 1 ml de Tripsina 

(Triple/Select, Corning®), a 37°C, las MSCs se resuspendieron en medio completo y se 

cultivaron hasta el pasaje 3 a 6, para la caracterización funcional. El monitoreo de los 

cultivos se realizó en un microscopio óptico invertido Olympus CKX41 (Tokio, Japón) y 

las fotografías fueron capturadas con la cámara digital incorporada y procesadas con el 

software Micrometrics SE Premium. Las GMSCs que se utilizaron en esta tesis doctoral 

fueron caracterizadas previamente por el mismo equipo de investigación (79). 

6.5 Inmunotipificación 

3.5 x 106 MSC, se separaron en tubos de citometría y se incubaron con el anticuerpo 

según el panel aplicado CD90, CD105, CD73, CD45, CD34, CD19, CD11b y HLADR para 

las DPSCS. Todos los anticuerpos monoclonales fueron obtenidos de BD Bioscience®. Las 

células se adquirieron en el citómetro de flujo (BD FACSCanto II), los datos fueron 

analizados mediante el software BD FACS Diva™. 

6.6 Tridiferenciación 

Para la diferenciación osteogénica se sembraron 30.000 cel/cm2 en los pocillos de la 

placa de 9,5cm2 (SPL®) con medio de cultivo completo a 37˚C y 5% de CO2. Al llegar a 

la confluencia del 70% se agregaron 300μl de medio de diferenciación osteogénico 

(StemPro®) y medio completo para los pocillos de los controles negativos. Se realizó 

cambio de medio cada 4 días y a los 21 días las células fueron teñidas con Tinción Von-

Kossa (Abcam®). En la diferenciación condrogénica, se cultivaron 30.000 células en 10μL 

de medio completo en la placa de 9,5cm2 (SPL®) y con 300μl de medio de diferenciación 

Condrogénico (StemPro®) y sin medio de diferenciación en los controles negativos. El 
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cambio de medio fue cada 4 días y a los 14 días las células fueron teñidas con Tinción 

Safranina O (Sigma®). En la diferenciación adipogénica se ocuparon 30.000 cel/cm2 las 

cuales se sembraron en placa de 9,5cm2 (SPL®), al alcanzar una confluencia del 70% se 

agregaron 300μl de medio de diferenciación adipogénico (StemPro®) y a los controles 

negativos se les agregó medio completo, realizando el cambio de medio de cultivo cada 4 

días. A los 21 días las células fueron teñidas con Oil red (Sigma®). El registro se realizó en 

un microscopio óptico invertido Olympus® CKX41 (Tokio, Japón) y las imágenes fueron 

capturadas por la cámara digital incorporada y procesadas con el software Micrometrics SE 

Premium.  

6.7 Proliferación celular 

En la placa de 96 pocillos se sembraron 10.000 células, a las 24, 48, 72, 96 y 120 

horas y se agregaron 10μl del reactivo colorimétrico WST-1 Proliferation assay (Roche®). 

El ensayo fue medido a una longitud de onda de 450nm en un lector de ELISA Rayto 

2100C®. Las mediciones se realizaron en triplicado a cada tiempo. 

6.8 Viabilidad celular mediante tinción con Azul Tripán 

La viabilidad se determinó por la técnica de exclusión vital, o sea, exclusión de las 

células no teñidas por el azul de tripán (T8154 Sigma ®).  En este experimento, las 5 

muestras de cada grupo experimental de DPSCs derivadas de pulpas dentales con 

diagnóstico de pulpa sana y con diagnóstico de pulpitis irreversible fueron tripsinizadas de 

acuerdo al protocolo descrito anteriormente. Para realizar la tinción, en un tubo eppendorf  

se mezclaron 50μl de células madre mesenquimales y 50μl de Azul Tripán al 0,4% (T8154 

Sigma ®). De esta mezcla, se tomaron 10μl y se colocaron en la cámara de Neubauer 

Marienfeld®. Mediante observación en un microscopio óptico de luz invertido con 

contraste de fase Olympus CKX41, fueron contadas las células viables, las cuales se 
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observaron redondas, brillantes y no coloreadas, como también las células no viables, Este 

experimento fue realizado en duplicado. La viabilidad celular se expresó como porcentaje 

aplicando la ecuación:  

% de células viables = Número de células viables x 100 

      Número total de células 

 

6.9 Ensayo de unidades formadoras de colonia (UFC) 

Para realizar el ensayo de UFC, 150 DPSCs en pasajes tempranos entre 2 y 3 se 

sembraron en placas de cultivo de 6 pocillos (SPL®) suplementado con 2,5ml de medio de 

cultivo completo y fueron incubadas durante 14 días a 37°C y 5% of CO2. El medio de 

cultivo fue removido y las UFC fueron fijadas con 500μl of alcohol:acetona 

(Lablisan®#1014) durante 2 minutos y posteriormente teñidos con cristal violeta 

(Lablisan® #1010). Cada ensayo por paciente se realizó en triplicado y las placas fueron 

fotografiadas una cámara digital Panasonic® Lumix DMC-FZ100 en una posición fija y sin 

zoom. El número de UFC fue contabilizado por el operador, sin embargo las colonias de 

tamaño menor a 2mm o UFC débilmente teñidas se descartaron del conteo. El porcentaje de 

eficiencia de formación de colonias se calculó de la siguiente manera (%EUFC): 

 %EUFC =       (Nº total UFC X 100)/ 150                  150= Nº de DPSC sembradas. 

6.10 Histología de tejidos pulpares  

La morfología celular se examinó mediante cortes histológicos Una vez que 

proliferaron las DPSCs, el tejido de pulpa dental sano e inflamado se eliminó y se fijó en 

formalina tamponada al 10% (Sigma®). Los tejidos fijos se deshidrataron en un gradiente 

de alcoholes (PureView®) y luego se incluyeron en parafina. Se obtuvieron secciones de 3 

μm de espesor en el micrótomo (Sakura®) y se tiñeron con hematoxilina y eosina (H-E) 

(Sigma Aldrich®), Masson Trichrome (M-T) (Sigma Aldrich®) y se montaron con 
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Entellan R (Merck Millipore®). Además, las DPSCs se sembraron en placas de cultivo de 

9,5 cm2 (SPL®) se fijaron en alcohol 70 ° C (PureView®) y luego se realizó la tinción con 

H-E. Las imágenes fueron capturadas con el microscopio óptico de contraste de fase, 

invertido, Olympus® CKX41 (Tokio, Japón) y las imágenes fueron capturadas por una 

cámara digital (Olympus® U-TV0.5XC-3) y procesadas con el software Micrometrics SE 

Premium. 

6.11 Histología de DPSCs 

Posterior a la tinción de las células madre con hematoxilina-eosina, se tomaron 4 

fotos por pocillo con magnificación 10X. Se evaluó mediante microscopio óptico invertido 

(Olympus® CKX41) donde los resultados obtenidos fueron capturados por registro 

fotográfico (Olympus® U-TV0.5XC-3) y software Micrometrics® SE Premium. Se analizó 

de manera cualitativa y cuantitativa la morfología celular. Se realizó un conteo de núcleos, 

de ambos cultivos en donde se graficaron el promedio de estos con su respectiva desviación 

estándar.  
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6.12 Análisis cuantitativo nuclear  

En los siguientes esquemas se indica el análisis cuantitativo mediante el uso del 

software Image J para el conteo de núcleos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ilustración 1: Screenshots cuantificación nuclear.  

En el esquema “A” se señaliza la apertura del software Image-J, luego en “B” se seleccionó 

la opción file, luego open y seleccionar la foto a cuantificar; “C” con la imagen abierta “D” 

seleccionar la opción de “cell counting”, el cual es un “plug in” del software, configurar el 

tipo de marca, color y tamaño, se realizó mediante selección con el cursor los objetivos a 

escoger en la foto, en círculo se señaliza el número de objetivos contados.  
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6.13 Análisis cuantitativo colágeno  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ilustración 2: Screenshots cuantificación colágeno. 
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En la imagen “A” se realizó la selección de imagen mediante la opción “file” y “open”. En 

la imagen “B” ya la imagen fue abierta, luego en la imagen “C” se seleccionó imagen y 

luego la opción “color”, luego la opción “Split Chanels”, tras esto se abrieron 3 ventanas de 

nombre “Red, Green, Blue”, solo dejar abierta la ventana “Blue”, luego en la imagen “D” 

se selección “image” luego “Adjust” y “Treshold”, en la imagen “E” se selecciona el área 

correspondiente al tejido conectivo azul, excluyendo lo que sea de otro color, el canal 

“Blue” nos permite seleccionar de manera que dejar fuera los elementos no azules en este 

caso. En “F” se seleccionó “Analize particles” y en F se mantuvieron los valores por 

defecto que arroja el programa para las medidas a analizar, luego presionar “OK” y en “H” 

se muestran los resultados finales del porcentaje de marcación en la muestra para el canal 

“Blue”. 

6.14 Proliferación de mononucleares de sangre periférica (MSP) humana 

Los MSP fueron obtenidos de 7 ml de sangre periférica en un tubo con heparina 

(BD® vacutainer) de un donante normal. En un tubo de 15 ml (Falcon ® se agregaron 5 ml 

de Ficoll Histopaque (Sigma ®) y se adicionó lentamente los 7 ml de sangre. Luego el tubo 

se centrifugó (Spectrafuge Labnet ®) a 1700 rpm durante 20 min con modo sin freno para 

obtener plasma, mononucleares y glóbulos rojos. Se rescató la fase intermedia blanquecina 

que son los MSP, los que fueron lavados y cuantificados en cámara Neubahuer®. 

6.15 Ensayo de proliferación de linfocitos T-CD3 

Los MSP se tiñeron en oscuridad con Cell/Trace Violet (CTV, Molecular Probes®) 

durante 20 minutos a 37ºC. El CTV se neutralizó con un volumen 4 veces mayor al inicial 

con RPMI glutamax (Corning®) suplementado con 10%FBS (Hyclone®) y se incubaron 

durante 5 minutos. Los LT se resuspendieron en RPMI glutamax y 10%FBS a una 

concentración de 1 millón MSP/ml y se conservaron a 4ºC. Para la activación de linfocitos 
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T-CD3, se agregaron 10μl de Phytohematuglinina A (PHA, Sigma®) a una concentración 

final de 25 μg/ml en todos los pocillos excepto el basal, que correspondió al grupo de 

linfocitos que no reciben estimulación.  

6.16 Ensayo de inmunosupresión 

En la placa de 48 pocillos (SPL®) con 400μl de medio completo, se sembraron 0.5 

millones de MSP marcados. Los grupos experimentales fueron 4: MSP sin estimular 

(Basal), estimulados con PHA y los grupos con DPSCs y GMSCs. Previamente al ensayo 

las MSCs fueron tripsinizadas y resuspendidas en PBS 1X y luego fueron cuantificadas en 

cámara Neubauer. La proporción de co-cultivo con los LT fue 1:10 (MSC:LT). Se ajustaron 

los volúmenes con RPMI glutamax, 10% FBS y 1% de pen/strep con 50 μl de B-

mercaptoetanol (Sigma®) durante 5 días a 37ºC y 5% CO2. Los LT fueron marcados con 3 

μl de CD3-FITC (Beckman Coulter®) y las MSC fueron resuspendidas en 250 μl de PBS 

1X y 50 μl de Ioduro de propidio 1μg/ml (Sigma®). Las muestras fueron adquiridas en el 

Citómetro BD FASC Canto II (Biosciences BD® FACS Canto DivaTM software) para 

cuantificar la viabilidad y proliferación celular. Posterior al análisis en el citómetro se 

corroboraron los resultados obtenidos con el programa FCS Express 4 Plus Research 

Edition. Debido a que existen reportes previos de la actividad inmunosupresora de las 

GMSC (51), decidimos utilizar las GMSC como controles positivos del ensayo. 

6.17 Medición de la actividad de IDO de DPSCs en cultivo 

Previo a la medición de la actividad de la IDO, se suplementó el medio de cultivo 

con triptófano (Sigma®). A partir de 2000 células/cm2 en placa de 96 pocillos, se agregó 

triptófano 10 μg/μl  a cada pocillo a una concentración final de 1 μg/μl por 48horas a 37ºC 

y 5% CO2 en aire humedecido, como controles negativos se consideraron DPSCs en 

pocillos con medio de cultivo sin triptófano. Además se construyó una curva de calibración 
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de L-quineurina (Sigma®). Luego se tomaron 160 μl de sobrenadante de cada pocillo de 

cultivo y se agregaron 10 μl de ácido tricloro acético (TCA) (Merck ®) al 30% diluido en 

agua bidestilada estéril. Luego se incubó durante 30 min a 50°C (hidrolisis de N-Formyl 

quinurenina en quinurenina), se centrifugó a 2000 RPM (revoluciones por minuto) durante 

10 minutos. De cada tubo Eppendorf (SPL®) se recuperaron 100 μl los que fueron 

transferidos a placas de 96 pocillos fondo plano (SPL®). A continuación,  se añadieron 100 

μl de a solución de Ehrlich (Sigma-Aldrich®) a 12 mg/ml (diluido en ácido acético) y se 

leyó la absorbancia a 450 nm o 490 nm en un lector de Elisa Rayto  2100C®. 

Preparación de Triptófano  

El L-triptófano (Sigma ®) se debe disolver en PBS 1X estéril verificando que el pH 

de este siempre se mantenga a un nivel básico para que esto no precipite. La concentración 

adecuada a utilizar para las células MSC fue de 100 μg/ml. 

Curva de calibración L-quineurina 

Se realizó una curva de calibración L-quineurina (Sigma ®) con escala de 0; 1,5; 

3,1; 6,25; 12,5; 25; 50 y 100 μm en DMEM sin rojo fenol. Luego a 160 μL de sobrenadante 

se agregó 10 μL de TCA al 30%, se homogenizó e incubó por 30 minutos a 50°C  y se 

centrifugó por 10 minutos a 2000 RPM Del tubo se recuperaron 100 μl y se transfirieron a 

placa con solución de Ehrlich y se leyó  a 450 y 490 nM un lector de Elisa Rayto®. 

6.18 Preparación del andamiaje con DPSC en el modelo de regeneración pulpar.   

El andamiaje en base a fibrina agarosa se basa en la preparación descrita 

previamente (109). Brevemente, se prepararon suspensiones fundidas del biomaterial 

Agarosa tipo VII fundida (A9045, Sigma, St. Louis, MO) disueltas en PBS 1X (HyClone®) 

a concentraciones finales de 0,1% p/v, 0,25% p/v y 0,5% p/v de Agarosa tipo VII (A9045, 

Sigma, St. Louis, MO). Los hidrogeles de agarosa se complementaron con plasma humano 
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obtenido de los mismos pacientes que administraron los tejidos dentales (el plasma se 

preparó con un protocolo estándar y se almacenó a -80ºC hasta su posterior uso). También 

se adicionó α-MEM para un volumen final de 5ml y 1% de ácido tranexámico 

(Amchafibrin, Fides-Ecofarma, Valencia, España) para evitar la fibrinólisis espontánea., 

junto a 1% de CaCl2 (Sigma, St. Louis, MO) para precipitar la reacción de polimerización 

de los hidrogeles, mezcla de 1 ml que se añadió rápidamente para llenar la placa de cultivo 

de 6 pocillos, luego la mezcla se polimerizó a 37 ºC en una atmósfera humidificada con 5% 

de CO2. Las DPSC-S criopreservadas se descongelaron y plaquearon en medio completo 

suplementado hasta que los cultivos celulares alcanzaran un 80% de confluencia. Las 

células se cosecharon usando tripsina (Triple Select, Corning®) y luego se inyectaron 

5x105 células con una jeringa de tuberculina sobre los andamiajes de agarosa de fibrina 

endurecidos con 5 ml de medio completo en aire humidificado a 37ºC y 5% de CO2. El 

control del experimento fue una matriz de fibrina-agarosa sin células. Para monitorizar los 

cultivos de los andamiajes con DPSC-S se usó un microscopio óptico (Olympus® CKX41, 

Tokio, Japón). Además, las imágenes digitales macroscópicas se tomaron con una cámara 

Nikon D7100. 

6.19 Ensayo de viabilidad celular 

La viabilidad celular se determinó utilizando el reactivo LIVE/DEAD® (Molecular 

Probes, Life Technologies, Dublín, Irlanda). Se añadieron 100μl de reactivo LIVE/DEAD® 

para cubrir las células con la solución y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 

minutos. Las imágenes de fluorescencia se tomaron inmediatamente usando un microscopio 

de fluorescencia (Zeiss Alemania, Axioskop). 

6.20 Modelo de regeneración en bloques de dentina 
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 Los molares humanos extraídos de los individuos sanos (los mismos pacientes 

que administraron tejidos dentales para la extracción de células madre) se cortaron 

horizontalmente con un grosor de 3 mm y una longitud de 1 mm con una sierra Dremel 

(100-N / 6 Kit de herramienta rotativa de velocidad única de 220 voltios) Para el bloque de 

dentina, preparamos cortes coronales de dientes humanos de 1 mm de espesor (cortes 

transversales). La rodaja de dentina se desinfectó con 2 ml de hipoclorito de sodio al 1,5% 

y se agitó en un vórtice durante 1 minuto, luego se centrifugó a 1.700 rpm durante 2 

minutos. Después, las muestras se sumergieron en otro tubo estéril que contenía una 

combinación de 1 ml de hipoclorito de sodio al 1,5% y 1 ml de 1x PBS, después de lo cual 

se sometieron a vortex y se centrifugaron de nuevo a 1700 rpm durante 2 minutos. 

Finalmente, se añadieron bloques de dentina en un nuevo tubo estéril con 2 ml de PBS 1X, 

se agitaron y se centrifugaron a 1700 rpm durante 2 minutos y luego se secaron en una 

placa estéril de 10 mm en el interior de una cámara de flujo laminar hasta su posterior uso. 

Las imágenes macroscópicas se tomaron con una Nikon D7100. 

6.21 Implantación de DPSCs en andamiajes de fibrina-agarosa en dentina 

 El bloque de dentina previamente preparada se cultivó en una placa de 24 pocillos 

con medios completos con α-MEM, 10% de FBS y 1% de Pen-Strep a 37 °C en una 

atmósfera humidificada con 5% de CO2. Luego se prepararon los hidrogeles de fibrina-

agarosa al 0,25% p/v de acuerdo con los métodos descritos previamente, se inyectaron 20 

μl del fundido con una punta de pipeta (Axygen®) dentro del lumen del bloque de dentina. 

Una vez que el hidrogel se endureció, se inyectaron 5x105 DPSC-S con una jeringa de 

tuberculina. El bloque de dentina se cultivó durante 7 días en placas de 24 pocillos con 1 ml 

de medio completo a 37ºC y 5% de CO2. La fibrina-agarosa sin células se usó como control 

negativo. Se usó un microscopio óptico de luz Olympus CKX41 (Tokio, Japón) para 
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monitorizar las células. Se tomaron imágenes digitales macroscópicas del hidrogel de 

fibrina-agarosa con una cámara Nikon D7100. 

 

6.22 Análisis estadístico 

Los datos de los distintos experimentos fueron analizados sutilizando las pruebas no 

paramétricas de Kruskal-Wallis para las comparaciones de medias múltiples y la prueba de 

Mann-Whitney para las comparaciones de grupos, utilizando para ello el programa 

estadístico Graph Pad Prism. El intervalo de confianza utilizado se fijó en un 95% y se 

consideró estadísticamente significativo un valor p < 0.05. 
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7.0 RESULTADOS 

7.1 Obtención de muestras de tejido pulpar. 

La extracción de pulpa dental a partir de un diente extraído fue un proceso largo que 

involucró dos etapas, la clínica (exodoncia) y la de laboratorio (corte del diente).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Macroscopía de procedimientos de extracción de tejidos dentales. Método 

de extracción de pulpa a partir de diente extraído. Corte coronal (A) y pulpa dental 

extraída con extractor pulpar (B). Mètodo de extracción pular mediante Biopulpectomia. 

Diente en boca  aislado (C) y diente sin pulpa, ya que fue removida con extractor pulpar 

(D). 

 

 

 

 

C D 



47 
 

 

7.2 Cultivo y expansión de células madre mesenquimales  de pulpa dental. 

 En los explantes de pulpa sana y pulpa inflamada, las primeras células emergieron 

de los tejidos el día 14 y el día 16 respectivamente (Figura2). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Células madre mesenquimales en cultivo derivadas de pulpa dental sana 

DPSC-S (A) y pulpa dental inflamada DPSC-I (B). En ambos cultivos se destaca con un 

círculo las células desprendiéndose del explante, magnificación 40x, barra 100μm.  
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Las células derivadas de ambos tejidos que fueron aisladas proliferaron 

exitosamente y se caracterizaron por su adherencia al plástico y morfología fibroblastoide 

(Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Cultivo de células madre mesenquimales derivadas de pulpa dental sana (A 

y A1) y de pulpa inflamada (B y B1). Microscopía óptica, magnificación 10x y 40x, barra 

100μm. 
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7.3 Inmunotipificación 

El inmunofenotipo de las DPSCs se realizó a células en pasaje 4-5. Las DPSC-S 

expresaron CD73 (99,8%±0,1); CD90 (93,1%±10,8); CD105 (90,7%±13,6); CD11b 

(0,3%±0,3); CD19 (0,4%±0,3), CD34 (1,2%±1,1), CD45 (0,3%±0,3) y HLA-DR 

(1,3%±1,2). Las DPSC-I mostraron similares patrones de expresión CD73 (99,6%±0,5); 

CD90 (88,6%±11,9); CD105 (91,8%±6,5); CD11b (1,9%±3); CD19 (1,6%±3,1), CD34 

(4,5%±3,6), CD45 (1,7%±5,6) y HLA-DR (3%±4,4). No se observan diferencias 

significativas en la expresión de estos marcadores para ambos grupos (Tabla 1 y Figura 4). 

DPSC-S 

código 

CD73 

% 

CD90 

% 

CD105 

% 

CD11b 

% 

CD19 

% 

CD34 

% 

CD45 

% 

HLADR 

% 

1 99,6 73,9 67,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 

2 99,9 96,6 98,3 0,2 0,3 0,7 0,2 0,7 

3 99,8 97,3 97,6 0,4 0,6 2,4 0,3 2,7 

4 100 99,4 99,2 0,1 0,3 0,4 0,2 0,6 

5 99,8 98,3 91,4 0,9 0,9 2,2 0,8 2,3 

DPSC-I 

código 

CD73 

% 

CD90 

% 

CD105 

% 

CD11b 

% 

CD19 

% 

CD34 

% 

CD45 

% 

HLADR 

% 

1 99,9 93,1 97,1 0,2 0,1 7,4 0,2 10,8 

2 99,8 99,2 96,1 7,0 7,0 9,0 6,9 8,7 

3 99,8 91,8 95,0 0,2 0,3 3,0 0,4 6,0 

4 98,7 90,8 89,2 1,7 0,4 2,7 0,6 2,1 

5 100,0 68,2 81,6 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 

Tabla 1: Porcentajes de expresión de marcadores de inmunofenotipo de las DPSCs. 
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Histogramas DPSC-S muestra 1     
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Histogramas DPSC-I Muestra 1 
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Histogramas DPSC-S muestra 2    
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Histogramas DPSC-I muestra 2 
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Histogramas DPSC-S muestra 3    
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 Histogramas DPSC-I muestra 3 
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Histogramas DPSC-S muestra 4    
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Histogramas DPSC-I muestra 4 
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Histogramas DPSC-S muestra 5   
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Histogramas DPSC-I muestra 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Histogramas de DPSC-S y DPSC-I con un n= 5 muestras de cada grupo 

para los marcadores CD73; CD90; CD105; CD11b; CD19; CD34; CD45 y HLA-DR. 
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7.4 Tridiferenciación 

 Los cultivos de DPSC-S y DPSC-I en medio de tridiferenciación fueron teñidos luego 

de varias semanas en cultivo, y se evidenciaron depósitos de calcio en la diferenciación 

osteogénica  en ambos tipos celulares. Así mismo las DPSC-S mostraron mayor potencial 

de diferenciación adipogénica en comparación a las DPSC-I y además,  se observó una 

evidente producción de proteoglicanos para las  DPSC-S y  las DPSC-I.  

 

 

Figura 5: Diferenciación trilinaje de DPSC-S y DPSC-I. DPSCs diferenciadas a linaje 

osteogénico y teñidas con solución de Von Kossa, DPSCs diferenciadas a condrocitos 

teñidas con Safranina –O y DPSCs diferenciadas a fenotipo adipogénico teñidas con Oil 

Red. Los controles son DPSC-S sin medio de diferenciación Magnificación 10x, 

barra=100μm. 
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7.5 Proliferación celular de DPSC-S y DPSC-I 

 Los datos de proliferación se representaron como promedios de unidades de 

densidad óptica con su respectiva desviación estándar (SD). La prueba de varianza 

(ANOVA) se analizó en el mismo grupo experimental a lo largo del tiempo con un valor p 

= 0,0005 para DPSC-S y 0,0008 para DPSC-I. El análisis de Mann Whitney no mostró 

diferencias significativas entre los grupos en el tiempo, los valores de p fueron 0,3095; 

0,999; 0,8413; 0,3095 y 0,999 para  los tiempos 24, 48, 72, 96 y 120 horas respectivamente 

(Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Ensayo de proliferación WST-1 de DPSC-S y DPSC-IWST-1. n= 5 muestras 

de cada grupo experimental DPSC-S y DPSC-I que se ensayaron a las 24, 48, 72, 96, 120 

horas.  

 

 

 

 



62 
 

7.6 Viabilidad celular mediante tinción con Azul Tripán. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Viabilidad celular de DPSC-S y DPSC-I. Se representan las medianas de los 

% de células viables para cada grupo de estudio. No hubo diferencias significativas. 
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DPSC-S                                         DPSC-I 

7.7 Ensayo de unidades formadoras de colonia (UFC) 

En este ensayo se observó una gran variabilidad de forma, tamaño y distribución de 

las UFC, sin un patrón definido en ambos grupos experimentales. Los resultados en % UFC 

no mostraron diferencias estadísticamente significativas (p = 0,6015) (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: UFC y porcentaje de eficiencia de la formación de colonias (% EUFC) de 

DPSC-S (izquierda) y DPSC-I (derecha). La placa UFC teñida con cristal violeta 

corresponde a cada una de las 5 muestras de ambos grupos experimentales. El gráfico del 

tipo Boxplot representa la distribución de datos y la mediana del% EUFC. No se 

observaron diferencias significativas. 
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7.8 Histología de tejidos pulpares  

Se realizó un estudio histológico comparativo de las pulpas dentales post cultivo, 

analizando sus características morfológicas mediante la técnica de hematoxilina-eosina 

(Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Tejidos pulpares teñidos con tinción H&E. Tejido pulpar sano (A) e inflamado 

(C) magnificación 10x y tejidos sano (B) e inflamado (D) magnificación 40x 

respectivamente Los núcleos se distribuyen por toda la matriz pulpar (1) y en los tejidos 

pulpares inflamados se aprecia que la tinción nuclear es menos marcada. El tejido 

conectivo, se observa más laxo en las pulpas inflamadas (2). Se distingue la presencia de 

vasos sanguíneos en los tejidos pulpares normales e inflamados, observándose un mayor 

aumento en las pulpas inflamadas (3). En los tejidos pulpares inflamados se pueden 

apreciar restos de dentina (4)  y lumen de arteriolas o vasos linfáticos (5) ausentes en los 

tejidos sanos. Magnificación 10x (panel izquierdo) y magnificación 40x (panel derecho), 

barra=100μm. 
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Los núcleos, el colágeno y otras estructuras presentes en el corte histológico se 

evidenciaron  utilizando la técnica de Tricrómico de Masson, evidenciando la (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Tejidos pulpares teñidos con tinción Tricrómico de Masson. Tejido pulpar 

sano (E) y (F) e inflamado (G) y (H). Se destacan los componentes tisulares en cada 

microfotografía. Los núcleos se observan por toda la matriz tisular, con una marcación más 

leve en el tejido pulpar inflamado (1). El tejido conectivo abarca la mayor área del tejido 

pulpar y en el tejido pulpar inflamado se observa mucho más laxo (2). Se aprecian vasos 

sanguíneos en el tejido pulpar sano e inflamado (3). Se destacan los restos de dentina en el 

tejido pulpar inflamado (4) y lumen de arteriolas o vasos linfáticos (5) ausentes en el tejido 

sano. Magnificación 10x (panel izquierdo) y magnificación 40x (panel derecho), 

barra=100μm 
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7.9 Histología de DPSCs 

 

 

                      

 

 

 

 

                      

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Cultivo de DPSCs teñidos con tinción H&E. DPSC-S y DPSC-I (A y B) 

Magnificación 10x y DPSC-S y DPSC-I (A1 y B1) magnificación 20x respectivamente.  

Barra de 100μm. Se destaca en A 1 las DPSC-S en cuadrado negro con magnificación 40 x 

Se evidencia tinción morado en los núcleos y tinción rosa en el citoplasma de todas las 

células del cultivo. Se destaca en B1 de las DPSC-I un círculo con la morfología alargada 

fibroblastoide y probablemente células multinucleadas o células muy próximas 

contactándose entre ellas. 
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7.10 Análisis cuantitativo  

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Porcentaje de colágeno presente en los explantes sanos e inflamados. Se 

graficó el promedio de los porcentajes de tinción azul correspondiente a fibras colágenas 

con su respectiva desviación estándar. No se observaron diferencias significativas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Número de núcleos por área total de DPSCs en cultivo derivadas de tejido 

pulpar sano e inflamado. Se graficó el promedio del número de núcleos contados por área  

para cada grupo con su respectiva desviación estándar. No se observaron diferencias 

significativas. 
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7.11 Inmunosupresión de la proliferación de linfocitos 

 Para determinar si las DPSC-S poseían capacidad inmunoreguladora, evaluamos a las  

DPSC-S en conjunto con las GMSC como controles positivos del ensayo. Se testearon en 

las mismas condiciones experimentales con sus respectivos controles basales y PHA en la 

proporción 1:10. Las GMSC y DPSC-S tienden a disminuir la proliferación de linfocitos 

TCD3 sin embargo este efecto inmunosupresor no fue significativo p=0,1874 y p=0,1714 

respectivamente (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Inmunosupresión de la proliferación de linfocitos TCD3. Ensayo de 

inmunomodulación de GMSC y DPSC-S El punto basal corresponde a linfocitos sin 

estimular n=2, el punto PHA corresponde a linfocitos estimulados con PHA n=5 y el último 

punto corresponde a los grupos experimentales de MSCs:Linfocitos TCD3 de 1:10, GMSC 

(n=9) y DPSC-S (n=3). Se expresan valores promedios con su desviación estándar. 
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 Para determinar si la DPSC-S y las DPSC-I poseían capacidad inmunoreguladora, 

iguales cantidades de MSC de ambos grupos se testearon en las mismas condiciones 

experimentales con sus respectivos controles basales y PHA en la proporción 1:10  (Figura 

15) y 1:100 (Figura 16). Las DPSC-S tienden a disminuir la proliferación de linfocitos 

TCD3, pero, este efecto inmunosupresor no es significativo. Además, las DPSC-I  tienden a 

inmunoestimular la proliferación de linfocitos, con significancia estadística en comparación 

al basal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Inmunosupresión de la proliferación de linfocitos TCD3 en relación 1:10. 

Ensayo de inmunomodulación de DPSC-S (sana) y DPSC-I (enferma). El basal 

corresponde a linfocitos sin estimular n=6, el  PHA corresponde a linfocitos estimulados 

con PHA n=18, DPSC-S corresponde al grupo experimental de DPSC-S/LT-CD3 en 

proporción 1:10 (n=21) y DPSC-I/LT-CD3 (n=21). Se expresan valores como medias con 

su desviación estándar en el gráfico de cajas según el programa Stata. El análisis estadístico 

fue realizado con el Test de Kruskal Wallis y se consideró como significativo un p < 0.001. 

Basal                                    PHA                               DPSC-S/LTCD3 1/10                   DPSC-I/LTCD3 1/10                    

(n=6)                                    (n=18)                                (n=21)                                              (n=21)                     
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Sin embargo, la inmunomodulación de la proliferación de los linfocitos T-CD3 con DPSCs-

S y DPSC-I en relación de concentraciones 1/100 (DPSCs/LT-CD3) muestra similares 

resultados a los anteriores. Las DPSC-S tienden a disminuir la proliferación de linfocitos T-

CD3, pero, este efecto inmunosupresor no es significativo. Además, las DPSC-I  tienden a 

inmunoestimular la proliferación de linfocitos, con significancia estadística solo al 

compararlo con el basal (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Inmunosupresión de la proliferación de linfocitos TCD3 en relación 1:100. 

Ensayo de inmunomodulación de DPSC-S (sana) y DPSC-I (enferma). El basal 

corresponde a linfocitos sin estimular n=6, el  PHA corresponde a linfocitos estimulados 

con PHA n=18, DPSC-S corresponde al grupo experimental de DPSC-S/LT-CD3 en 

proporción 1:100 (n=21) y DPSC-I/LT-CD3(n=21). Se expresan valores como medias con 

su desviación estándar en el gráfico de cajas según el programa Stata. El análisis estadístico 

fue realizado con el Test de Kruskal Wallis y se consideró como significativo un p value < 

0,001. 

Basal                                    PHA                               DPSC-S/LTCD3 1/100                   DPSC-I/LTCD3 1/100                    

(n=6)                                    (n=18)                                (n=21)                                              (n=21)                     



71 
 

7.12 Medición de la actividad de IDO de DPSCs en cultivo. 

 Luego del análisis del resultado de inmunosupresión anterior, evaluamos el rol de la 

IDO en la inmunomodulación de DPSC. Para lo cual realizaamos una curva de calibración 

de l-quineurina (Figura 17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: Curva de calibración L-quineurina en  escala de concentraciones de 0; 1,5; 

3,1; 6,25; 12,5; 25; 50 y 100 μm. El valor de R2=0,9659 fue considerado aceptable y la 

pendiente fue igual a 250,28 y la intersección en el eje “y” es igual a -185,3. Se muestra en 

línea punteada azul la recta lineal. Cada punto de la curva correspondió al promedio de dos 

mediciones de densidad óptica a 490nm. 
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Evaluamos la actividad de IDO a las DPSCs n=5 de cada grupo experimental que fue 

evaluado en presencia y ausencia de triptófano en duplicado (Figura 18). Podemos concluir 

que las DPSC-S poseen una mayor actividad de IDO en comparación a las DPSC-I p<0,05, 

lo que explicaría que el grupo de MSC de pulpa sana son más inmunosupresoras que las 

MSC de pulpa inflamada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Medición de la actividad IDO en DPSC-S y DPSC-I. Los valores 

corresponden al promedio de los duplicados de cada condición para un n de muestras de 5 

para cada grupo. Las  DPSC-S y DPSC-I corresponden a los grupos de DPSC sin 

estimulación con triptófano, es decir son controles negativos. Las DPSC-S+ y DPSC- I+ 

corresponden a las estimuladas con triptófano. El * representa que existe una diferencia 

entre la actividad de IDO en las DPSC-S y las DPSC-I con un valor p = 0,034. 

 

 

 

* 

DPSC-S                    DPSC-S+               DPSC-I                      DPSC-I+ 
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7.13 Proliferación de DPSCs en  andamiaje de fibrina-agarosa  

El hidrogel de fibrina-agarosa al 0,25% p/v fue la concentración de hidrogel de más 

fácil manipulación, con una consistencia adecuada que permitió el manejo en cultivo. 

Además, las DPSC-S en el hidrogel de fibrina-agarosa al 0,25% p/v proliferaron en 

condiciones de cultivo y se incorporaron al andamiaje. En la Figura 19 describimos la 

proliferación de DPSC lo que confirmó que la fibrina-agarosa al 0,25% p/v correspondería 

a la concentración apropiada de material que permitió la proliferación celular, debido a que 

sería un gel más estable en comparación al más delgado y frágil en concentraciones más 

bajas (0,1%). Aunque, queremos destacar que las DPSC-S sobrevivieron en todas las 

concentraciones testeadas, pero con menor proliferación al 0,5% p/v. De hecho, no se 

observaron diferencias significativas en la proliferación de DPSC-S en las diferentes 

concentraciones del hidrogel ensayado a lo largo del tiempo y en la densidad celular con un 

valor de p> 0,05. 

 

Figura 19: Ensayo de proliferación WST-1 de DPSC según la concentración de 

fibrina-agarosa a lo largo del tiempo. Los resultados de proliferación de DPSC se 

expresan como promedios de absorbancia en unidades arbitrarias de densidad óptica (DO) 

con sus SD.  
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7.14 Morfología de las DPSC en el andamiaje de fibrina-agarosa  

Las DPSC-S teñidos con Calcein/AM se ensayaron a los 7 dias en cultivo. El ensayo 

de viabilidad celular muestra el control de DPSC-S viables y libres el cultivo con alta 

densidad celular y muy pocas DPSCs muertas. Así mismo en los andamiajes se observan 

algunos néclueos de DPSCs pero no se observa la morfología celular. Tambien se detectan 

núcleos teñidos de rojo, indicativos de muerte celular (Figura 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20: DPSC-S en el andamiaje de fibrina-agarosa al 0,25%p/v teñida con 

Calcein/AM. DPSC-S controles viables (1), DPSC-S controles muertas (2), DPSC-S 

viables en fibrina-agarosa 0,25% p/v (3) DPSC-S muertas en fibrina agarosa 0,25% p/v (4); 

las flechas en amarillo indican los núcleos. Magnificación 10X, barra 100μm. 

 

 

 

 



75 
 

7.15 DPSC-S en el andamiaje de fibrina-agarosa 0,25% p/v en el bloque de dentina. 

Las DPSC-S se sembraron en el andamiaje de fibrina-agarosa y se cultivaron en los 

bloques de dentina. Se demuestra que las DPSC-S proliferaron dentro del andamio y dentro 

del lumen del bloque de dentina durante los 15 días en cultivo. Las imágenes 

macroscópicas y microscópicas del bloque de dentina mostraron adherencia del andamio a 

las paredes del bloque (Figura 21). 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Cortes transversales del bloque de diente de dentina en condiciones de 

cultivo. Bloques de dentina vacío en medio de cultivo (A). Bloques de dentina en cultivo 

con andamiaje de fibrina agarosa al 0,25% p/v con DPSC (B), fotos macroscópicas. Lumen 

del bloque de dentina control con fibrina agarosa 2.5% p/v sin células (C) y lumen de 

bloque de dentina con fibrina agarosa 0.25% p/v con DPSC-S (D), imágenes microscópicas 

magnificación 10x. 

A B 

C D 
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8.0 DISCUSIÓN 

 El estudio con las DPSC comenzó en el año 2000 (34). Sin embargo,  la mayoría 

de los estudios con DPSC consideran a MSC derivadas solamente de tejidos pulpares 

sanos. Con respecto a las DPSC derivadas de pulpas inflamadas, hay muy pocos estudios 

(54, 55, 80). Es importante destacar que en este estudio los diagnósticos endodónticos 

realizados fueron estandarizados según la clasificación de la asociación americana de 

endodoncia (AAE) (62) lo que lo hace diferente a los estudios previos (54, 55, 80). Las 

DPSC-S poseen una alta capacidad de proliferación y son capaces de autorrenovarse y se 

diferencian a varios linajes. En esta tesis doctoral se estudiaron células provenientes de 

tejido gingival, tejido pulpar sano y con diagnóstico de pulpitis irreversible. Las muestras 

de pulpa dental y encía se obtuvieron de donantes jóvenes de ambos sexos de edades entre 

23 a 44 años, que se considera como rango ideal para donar muestras de tejidos para la 

expansión de MSC, ya que corresponden a muestras jóvenes en los que se ha descrito que 

las MSC son fácilmente obtenidas y su proliferación celular es rápida (55, 81) (Anexo 

Tabla 2).  

 En este estudio demostramos que la extirpación de la pulpa con el método 

desarrollado y la biopulpectomía ejemplifican a ambos procedimientos como los adecuados 

para la obtención de tejidos idóneos como fuentes celulares (Figuras 1 y 2). Las células 

obtenidas de ambos tejidos demostraron ser autorrenovables y proliferaron en el tiempo con 

múltiples pasajes. En este estudio los ensayos funcionales se realizaron a MSCs en pasajes 

entre 3 a 6 (Figura 3) y se logró cultivar, expandir, inmunotipificar y diferenciar a las 

células derivadas de pulpa cumpliendo los criterios establecidos por la ISCT (7, 91). La 

caracterización celular concuerda con los estudios previos (18, 19, 34, 80, 81). Se ha 

descrito que las DPSCs proliferan así como las MSC derivadas de dientes humanos 



77 
 

exfoliados (SHED), probablemente debido a la expresión diferencial de genes involucrados 

en funciones biológicas similares tales como la proteína TIMP1 (Inhibidor de 

metaloproteinasas) el cual se encuentra en altos niveles de expresión en SHED; a diferencia 

de ColI (Cadena alfa del colágeno de tipo I) que se encuentra presente en la matriz 

extracelular y que se sobreexpresa en DPSCs (92). El inmunofenotipo para las DPSC-S y 

DPSC-I evidenció un marcaje positivo claro para CD105, CD73 y CD90, así como un 

marcaje negativo para los marcadores hematopoyéticos CD45, CD34, CD19 y HLA-DR. 

Sin embargo, queremos destacar que nuestros resultados de inmunotipificación en las 

DPSC-I para los marcadores hematopoyéticos mostraron porcentajes de expresión 

levemente más altos que las DPSC-S (Figura 4) de acuerdo a lo descrito anteriormente (54, 

55, 80). Probablemente estas diferencias se deben a que las pulpas con diagnóstico de 

pulpitis irreversible provienen de un ambiente sujeto a estímulos de factores 

proinflamatorios liberados como resultado de una lesión que son los que inician los 

procesos de reparación donde los elementos figurativos aumentan en la línea 

hematopoyética, como el factor de necrosis tumoral (TNF-α), Interleucinas 2 y 6, factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEFG), citocinas proinflamatorias entre otros (64, 82, 83, 

84). Las DPSC-S y las DPSC-I bajo las condiciones de cultivo de diferenciación descritas 

en esta tesis mostraron cambios morfológicos evidentes; ambos cultivos celulares 

adquirieron una forma de estrella característica de los osteoblastos, ya que la tinción de 

Von Kossa por precipitación de nitrato de plata detecta depósitos de calcio citoplásmico 

(85). Las células estimuladas para la diferenciación adipogénica mostraron cambios 

morfológicos más evidentes en el grupo de DPSC-S que en el de las DPSC-I, debido a que 

las gotas de lípidos en las vacuolas se tiñeron con un color rojo; el colorante rojo oleoso 

detectó inclusiones de lípidos citoplásmicos por solubilidad celular; sin embargo, en las 
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DPSC-I, se observó un menor potencial de diferenciación adipogénica, lo que concuerda 

con varias publicaciones anteriores (85, 86). Las muestras de DPSC-S y DPSC-I 

estimuladas para diferenciación condrogénica, mostraron cambios morfológicos 

característicos de una masa celular agrupada que en conjunto generó una matriz que se tiñó 

de color violeta rojizo característico de los proteoglicanos teñidos con Safranin O (85, 86). 

(Figura 3). Estas diferencias podrían explicarse en relación al origen celular de la pulpa, es 

decir, como la pulpa dental forma parte del complejo pulpo-dentinario y su origen es en el 

tejido ectomesenquimal derivado de la cresta neural, las células de la pulpa influyen en la 

diferenciación de los tejidos de origen ectodérmico (odontogénico, condrogénico, entre 

otros), pero, no así del tejido adiposo cuyo origen es distinto  (mesodermo) lo que podría 

explicar lo dificultoso de la diferenciación de las DPSCs a adipocitos (87, 88). El conjunto 

de resultados de diferenciación trilinaje para las DPSC-S y las DPSC-I concordaron con los 

descritos anteriormente por otros autores y con los criterios establecidos por el ISCT (7) 

(Figura 5). En los ensayos de proliferación de UFC, se observó que las DPSC-S y DPSC-I 

tuvieron un comportamiento muy similar entre sí en relación a los % de EUFC. Estos 

valores no fueron  estadísticamente significativos entre ambos grupos celulares, pero, 

concuerdan con los informados previamente (54). Así mismo, las MSC derivadas de 

ligamento periodontal muestran  valores de % EUFC entre 15% y 35% similares a los de 

nuestro estudio (89) (Figura 8). 

Los resultados obtenidos en el ensayo de proliferación WST-1 revelaron que las DPSC-S y 

las DPSC-I poseen capacidades proliferativas muy similares entre las 24 y 72 horas de 

cultivo. Sin embargo, a partir de las 96 horas, las DPSC-S mostraron una mayor 

proliferación, y las DPSC-I proliferaron menos después de 96 horas en cultivo, pero, estas 

diferencias no fueron estadísticamente significativas (Figuras 6 y 7). El estado inflamatorio 
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que existe en la pulpa dental con pulpitis irreversible podría explicar estas diferencias, ya 

que en un estado de inflamación, la pulpa pudo haber activado a las células madre 

mesenquimales para que se diferencien a otros tipos de células, como odontoblastos o 

fibroblastos, para reparar los tejidos dañados y por ende proliferarían menos que en un 

estado sano.  

Los estudios histológicos realizados en los explantes pulpares normales e inflamados, 

permitieron un análisis morfológico cualitativo y cuantitativo, mediante el uso de tinciones 

como Hematoxilina- Eosina (H-E) (Figura 9) y el Tricrómico de Masson (Figura 10). Las 

principales diferencias morfológicas entre los explantes de la pulpa dental sana e inflamado 

están en relación con la desintegración de la matriz de colágeno, la pérdida de la 

arquitectura y la presencia de restos de dentina que se destaca en el tejido inflamado. Sin 

embargo, el porcentaje de colágeno en ambos explantes no arrojó diferencias significativas 

Los procesos inflamatorios descritos para la pulpitis irreversible generan un daño causado 

por el aumento del volumen y la compresión dentro de la corona, junto con la presencia de 

vasos sanguíneos más pequeños que desencadenaron la aparición de amplios lúmenes de 

vasos sanguíneos o linfáticos, estos últimos se identificaron en los cortes histológicos (2, 

48, 90). La osteocalcina cumple la función de aumentar los factores de reparación de la 

pulpa y estimular la diferenciación de DPSCs a odontoblastos que generan dentina, siendo 

esta la probable estructura calcificada que observamos en las muestras de pulpa con 

diagnóstico de pulpitis irreversible en los cortes teñidos con T-M. Las MSCs derivadas de 

ambos tejidos no presentan diferencias en su morfología ya que en ambos cultivos se 

observan células fibroblastoides y con núcleo definido. Se destaca que en las DPSC-I se 

observa una tendencia de un  mayor número de núcleos en comparación a las DPSC-S y 
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además se observan células multinucleadas. Resultados similares se han descrito en MSC 

aisladas de pulpa dental de ratones (96) (Figuras 10, 11 y 12). 

Con respecto a las propiedades inmunomoduladoras de las MSC se ha descrito como un 

tema muy importante en regeneración tisular, ya que se ha visto que esta capacidad 

regularía la proliferación de los LT y que el efecto inmunosupresor de estas células 

generaría un resultado antiinflamatorio lo cual disminuiría el daño (23, 99). En el caso de 

una regeneración dental, el efecto inmunosupresor de las MSC produciría un efecto 

antinflamatorio en la pulpa y en el tejido gingival como resultado de la respuesta inmune 

local mediada principalmente por linfocitos (30). Un estudio clínico ha confirmado el 

potencial uso de las células madre derivadas de tejidos dentales en  la reparación de un 

defecto óseo mandibular (33). En el presente estudio se evaluó la capacidad 

inmunomoduladora de MSCs derivadas de encía y de pulpas sana e inflamada. Nuestros 

resultados de inmunomodulación in vitro en la proporción correspondiente a 1:10, muestran 

que las GMSC y las DPSC-S tienden a inmunosuprimen la proliferación de LT, sin 

embargo no son diferencias significativas y concuerdan con los publicados previamente 

(27, 31,32) (Figura 14). Otros autores han comparado las propiedades inmunomoduladoras 

en dosis distintas, por ejemplo en proporción 1:100 donde los resultados son dosis 

dependiente, es decir a razones 1:10 inmunosuprimen y a razón 1:100 tienden a 

inmunoestimular la proliferación de los LT (27, 31, 32). El efecto inhibitorio o 

estimulatorio de la proliferación de los linfocitos T CD3 depende de la proporción utilizada, 

lo que concuerda con nuestros resultados que evidenciaron que en la proporción 1/10 

(DPSC-S/TCD3), las DPSC-S tienden a disminuir la proliferación de los linfocitos T CD3, 

pero estos datos no mostraron diferencias significativas. Hasta la fecha se ha establecido 

que las DPSCs inhiben la proliferación de linfocitos T estimulados con PHA, siendo este 
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efecto incluso mayor que el efecto inmunomodulador de BMSC (100). Las diferencias 

encontradas a las descritas en la literatura, podrían atribuirse a que los donantes de pulpas 

corresponden a un grupo distinto de los dadores de linfocitos. Con respecto a este punto, se 

sugiere recoger la mayor cantidad de información clínica al momento de incluir y 

seleccionar las muestras, considerando variables tales como edad, sexo y enfermedades 

asociadas. 

 Al buscar en la literatura no se encontraron estudios similares en cuanto a la 

inmunosupresión de MSCs provenientes de pulpa dental inflamada. Sin embargo se 

encontraron algunos estudios que incorporaron MSC provenientes de otros sitios de la 

cavidad oral que podrían correlacionarse con nuestros resultados. En un estudio se evaluó a 

las PDLSCs, sus resultados demuestras que estas células presentan características similares 

en el inmunofenotipo y tridiferenciación a las BMSCs y las DPSCs. Las BMSCs, DPSCs, 

PDLSCs y los fibroblastos gingivales (GFs) inhibieron la proliferación de MSP estimulados 

con un mitógeno, por lo que se sugiere que las PDLSCs, BMSCs, DPSCs y GFs poseen 

propiedades inmunosupresoras mediadas por factores solubles producidos por los MSP 

activados (101). En otra investigación in vitro se determinaron las propiedades 

inmunomoduladoras de las SCAP de porcinos, demostrando que estas MSCs inhibían la 

proliferación de los linfocitos T autólogos estimulados con PHA y además suprimían la 

proliferación de linfocitos T alogénicos, en dosis dependiente. Los autores concluyeron que 

las SCAP serían débilmente inmunogénicas suprimiendo la proliferación de linfocitos T in 

vitro mediante mecanismos independientes de la apoptosis celular (102).  

Otros investigadores evaluaron la capacidad inmunomoduladora de las PDLSCs 

diferenciadas a células osteogénicas, y demostraron que estas MSCs no estimulaban la 

proliferación de linfocitos T alogénicos ni tampoco suprimían la proliferación de 
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linfocitaria estimulada con PHA, debido a que al incorporar indometacina (inhibidor de la 

prostaglandina E2 (PGE2)) se restauraba la inhibición de la proliferación de los linfocitos T 

por parte de las células osteogénicas diferenciadas provenientes de las PDLSCs. Por lo 

tanto, concluyen que estas células tienen baja inmunogenicidad, sin embargo suprimen la 

proliferación de linfocitos T in vitro mediante la secreción de PGE2 (102). 

En esta investigación, la capacidad inmunomoduladora de las DPSCs en la proporción de 

1/100 (DPSC-S o DPSC-I /TCD3) demostró un aumento en la proliferación de los 

linfocitos TCD3. En el único grupo que se obtuvo una diferencia significativa fue en el 

grupo de las DPSC-I comparadas con el grupo basal. En la literatura no encontramos 

estudios similares al nuestro que mencionen que en una relación 1/100 (DPSCs/TCD3) las 

DPSCs derivadas de pulpa fueran capaces de inmunoestimular la proliferación de linfocitos 

(Figuras 15 y 16). Los resultados encontrados si bien no mostraron diferencias 

significativas, nos permiten concluir que existe una tendencia de las DPSS-S a 

inmunosuprimir a los linfocitos TCD3, y de las DPSC-I a inmunoestimular a los linfocitos 

TCD3. Este hallazgo fue independiente de la proporción utilizada, lo que sugiere que las 

DPSC-I que provienen de un pulpa en una condición inflamatoria intermedia entre la 

inmunidad innata y adquirida se vería favorecería la proliferación de los linfocitos, lo cual 

generaría una respuesta proinflamatoria. Si lográramos entender los mecanismos 

involucrados en la respuesta tanto antiinflamatoria como proinflamatoria tendríamos una 

nueva herramienta en base a MSCs para poder tratar diversas enfermedades tanto locales 

como sistémicas. Los mecanismos celulares y moleculares por los cuales las MSCs ejercen 

su efecto inmunomodulador sobre los linfocitos aún están siendo estudiados (103). Las 

DPSC-S presentan un potencial inmunomodulador en cuanto a su capacidad de detectar y 

controlar la inflamación local en tejidos lesionados mediante la expresión de diversas 
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citoquinas y quimioquinas (104). El mecanismo de inmunosupresión depende de la acción 

de la enzima indoleamina-2,3 dioxigenasa (IDO) el cual se induce en presencia de IFN-γ 

sin la adición concomitante de otras moléculas inmunosupresoras (97,98). La IDO en una 

enzima que cataliza la degradación del triptófano en la ruta metabólica a quineurina. La 

inmunosupresión se cree que ocurre por la depresión del triptófano, que es un aminoácido 

esencial, y la acumulación local de metabolitos, pero estos mecanismos no están 

completamente dilucidados. La enzima IDO es requerida para la inhibición de células 

Th1productoras de IFN-γ y junto a la PGE2 bloquea la actividad de las células NK (97,98). 

Por lo tanto nuestros resultados de medición de la actividad de la IDO, confirma el efecto 

inmunosupresor de las DPSC-S que mostraron una mayor actividad IDO en comparación a 

las DPSC-I (p=0,034) (Figuras 17 y 18). A partir de este resultado proyectamos medir otros 

factores tales como TSG-6, IL-6, PEG2 entre otros que participan en la inmunosupresión 

(97).  

En los experimentos de funcionalidad de las MSC de esta tesis, tales como, proliferación, 

UFC, tridiferenciación, inmunofenotipo e inmunomodulación se utilizaron células madres 

mesenquimales derivadas de encía, pulpa sana y de pulpas con diagnóstico de pulpitis 

irreversible provenientes de un banco celular, el cual mantenía congeladas a las células. Lo 

que demuestra que el congelamiento y descongelamiento no afectó las propiedades de 

éstas. Estos resultados concuerdan con lo descrito en la literatura, en la cual se utilizaron 

MSCs provenientes de la papila apical (SCAP) y la pulpa dental (DPSCs), demostrando 

que no existen diferencias en las características ni en las propiedades funcionales de estas 

cuando son sometidas a un proceso de crio preservación (100-105).  

Otro gran objetivo de este estudio, se relacionaba con la regeneración tisular. En esta tesis 

doctoral se desarrolló un modelo de bloque de dentina con DPSCs en un andamiaje de 
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fibrina-agarosa para su potencial uso en la regeneración de la pulpa dental. La fibrina-

agarosa al 0,25% p/v fue un hidrogel de fácil manipulación, con una consistencia adecuada 

que permitió el análisis en cultivo y la caracterización in vitro. De acuerdo a reportes 

anteriores, la viabilidad celular es un factor determinante para la funcionalidad de un tejido 

artificial; por esa razón, los ensayos de proliferación son pruebas críticas para la viabilidad 

de las células madre (36, 106-108). En nuestro estudio, diseñamos un andamiaje de fibrina-

agarosa con células madre derivadas de diferentes tejidos dentales. Usamos la agarosa 

porque hay algunos reportes previos que probaron este biomaterial para construir sustitutos 

biológicos basados en agarosa y fibrina, por lo que la combinación de ambos componentes 

biológicos formó un biomaterial con aplicación en tejidos artificiales. En este contexto, en 

los últimos años los andamiajes de fibrina y agarosa se utilizaron con éxito en ingeniería de 

tejidos para la generación de córnea funcional (109), piel (110), paladar (111), cartílago 

(112) y nervios periféricos (113,114), demostrando un alto nivel de biocompatibilidad y 

regeneración tisular. Actualmente, los avances obtenidos con este andamiaje en ingeniería 

tisular culminaron en la aprobación de este biomaterial por parte de la Agencia Española de 

Alimentos y Productos Sanitarios según la legislación europea, y actualmente hay dos 

ensayos en marcha, para la regeneración de la córnea y la piel (115-118). 

Todos estos antecedentes previos, hacen pensar que la fibrina-agarosa en combinación con 

las DPSCs podría ser un modelo adecuado para la regeneración de la pulpa dental. Un 

hidrogel similar fue bien caracterizado de acuerdo a sus propiedades reológicas (119-120). 

Debido a que la agarosa es un polisacárido biocompatible adecuado para aplicaciones de 

ingeniería de tejidos, pero que no contiene factores de crecimiento (121), construimos un 

andamiaje considerando las propiedades de este gel en combinación con los componentes 

ricos del PRF, tales como factores de crecimiento como PDGF, TGF-b, IGF, VEGF, factor 
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de crecimiento epidérmico y factor de crecimiento de células epiteliales que estimulan el 

hueso y curación de tejidos blandos (122-123). Nuestros resultados demostraron que el 

andamiaje de fibrina-agarosa formaba una estructura tridimensional de tal consistencia que 

permitía una fácil manipulación y consistencia que facilitaba la incorporación de MSCs. El 

monitoreo por microscopía de las células en cultivo sugirió que las MSC se incorporaron al 

interior del andamiaje, y se observó que las DPSCs proliferaron de acuerdo al ensayo de 

WST-1 (Figura 19). El andamiaje de fibrina-agarosa sustentó la proliferación y la 

supervivencia de las DPSCs. Según otros estudios el ensayo de WST-1, es un método bien 

descrito para la proliferación celular de las DPSCs (36, 108).  

Otros estudios han reportado que el hidrogel Puramatrix ™ se ha utilizado con éxito con 

DPSC (124) y también, Matrigel BDTM con MSCs derivadas de tejido gingival (79). 

Nuestros resultados describen que la concentración de fibrina-agarosa al 0,25% p/v 

corresponde a la apropiada que permitió la proliferación celular a lo largo del tiempo. 

Además, este hidrogel era un biomaterial moldeable que mantenía la viabilidad y 

proliferación celular, sugiriendo que este modelo de agarosa-fibrina en combinación con 

DPSCs sería adecuado para la regeneración tisular (Figura 19). Además, demostramos 

mediante el uso de la tinción fluorescente, que las DPSC-S fueron capaces de sobrevivir y 

proliferar dentro del andamiaje (Figura 20). Para el desarrollo in vitro del modelo de 

regeneración de la pulpa dental, probamos la compatibilidad del andamiaje de fibrina-

agarosa con las DPSC desde un punto de vista pre-clínico. Por esa razón, diseñamos un 

andamiaje natural enriquecido, de fácil manejo en un modelo de bloque de dentina. Este 

modelo de bloque podría inyectarse imitando un conducto radicular, mediante el uso de un 

protocolo de activación de factores de dentina que ha demostrado colaborar en endodoncia 

regenerativa (125). Propuestas similares anteriores describieron el uso potencial de un 
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hidrogel comercial Puramatrix TM (124), plasma rico en plaquetas o fibrina rica en 

plaquetas, colágeno, poliéster, quitosano o hidroxiapatita entre otros (73, 107). Sin 

embargo, nuestro andamiaje de fibrina-agarosa y DPSCs en el bloque de dentina demostró 

que las DPSCs proliferan y el biomaterial se adhiere a las paredes de la dentina (Figura 21). 

Nuestro modelo pre clínico fue diseñado para el futuro uso biológico en la práctica dental 

incorporando la fibrina-agarosa y el DPSC que se polimerizaría dentro de la cámara pulpar 

facilitando el éxito de las estrategias regenerativas de endodoncia basadas en MSC. 

Debemos aceptar que la regeneración dental así como la restauración de un tejido dañado o 

una nueva matriz de dentina no parece ser una tarea fácil de lograr. En el futuro, se 

necesitarán otros estudios para analizar la morfología del nuevo tejido dental formado 

dentro del bloque de dentina para lograr una traslación hacia la clínica. 

En conclusión, desarrollamos un andamiaje de fibrina-agarosa que fue fácil de manipular, 

que permitió la inclusión de DPSCs e incorporó varios factores de crecimiento del PRP que 

estimularon la proliferación celular, creando así un ambiente adecuado para el uso potencial 

en la reparación o regeneración de tejidos. 

Dentro de las limitaciones de esta investigación, se destaca el bajo número de muestras de 

donantes analizados, lo que probablemente explica por qué las diferencias entre los 

resultados no fueron estadísticamente significativas en todas las mediciones. Además, 

creemos que nuestros resultados podrían complementarse si realizamos análisis 

inmunohistoquímico de los componentes celulares de los tejidos pulpares, para encontrar 

patrones específicos o biomarcadores diferenciadores de ambos estados de la pulpa. 

Proponemos profundizar el estudio funcional de las DPSC-I en la regeneración tisular in 

vivo en un modelo animal. El fácil acceso a las células madre mesenquimales provenientes 

de pulpa dentaria y de encía y las mínimas complicaciones para el donante, describen a 
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estos tejidos como una excelente fuente de obtención de MSC, las cuales se podrían utilizar 

en terapias regenerativas.  
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9.0 CONCLUSIONES 

1.- Sobre la base de nuestros hallazgos, podemos concluir que no existen diferencias en las 

características y propiedades (inmunofenotipo, tridiferenciación, UFC y proliferación) de 

las MSCs derivadas del tejido pulpar normal e inflamado analizadas en estas condiciones 

del estudio pero sí existen diferencias en la capacidad inmunomoduladora de las MSCs 

obtenidas a partir de pulpas dentarias humanas con diagnóstico de pulpa normal y de 

pulpitis irreversible.  

2.- A partir del análisis histológico de los tejidos pulpares normales e inflamados, podemos 

concluir que sí existen diferencias morfológicas, sin embargo, éstas no afectan las 

características y propiedades funcionales tales como el inmunofenotipo, proliferación y el 

potencial de diferenciación. El tejido inflamado de la pulpa no debe considerarse un 

material de desecho biológico, ya que hemos demostrado que es una fuente alternativa de 

células que poseen propiedades similares a las MSCs.  

3.- En este estudio las DPSC-S y las DPSC-I presentaron distintas capacidades 

inmunomoduladoras que deben ser consideradas. Este resultado fue inesperado pero con el 

resultado de la actividad de la enzima IDO se confirma que las DPSC-S son más 

inmunosupresoras que las DPSC-I. 

4.- Para el desarrollo de un modelo de regeneración tisular mediante el uso de DPSC y un 

biomaterial natural, podemos concluir que el innovador modelo de bloque de dentina 

preclínico, en el futuro podría ser testeado in vitro en animal para su potencial uso en la 

práctica dental como una nueva estrategia basada en MSC y andamiajes de fibrina agarosa. 

Sin embargo, planteamos que deberían evaluarse in vitro las propiedades 

inmunomoduladoras de las DPSC-S y DPSC-I dentro del biomaterial de fibrina-agarosa. 
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ANEXOS 

Código 

muestra 

Género 

donante 

Edad 

donante 

Pieza dental Diagnóstico MSC 

1 Femenino 23 Tercer molar Pulpa/encía 

sana 

DPSC-S 

GMSC 

2 Femenino 26 Tercer molar Pulpa/encía 

sana 

DPSC-S 

GMSC 

3 Masculino 26 Tercer molar Pulpa/encía 

sana 

DPSC-S 

GMSC 

4 Masculino 35 Tercer molar Pulpa/encía 

sana 

DPSC-S 

GMSC 

5 Femenino 30 Tercer molar Pulpa/encía 

sana 

DPSC-S 

GMSC 

      

6 Masculino 33 2.1 Pulpitis 

irreversible 

DPSC-I 

7 Femenino 44 1.5 Pulpitis 

irreversible 

DPSC-I 

8 Masculino 38 1.5 Pulpitis 

irreversible 

DPSC-I 

9 Femenino 23 1.6 Pulpitis 

irreversible 

DPSC-I 

10 Masculino 28 2.1 Pulpitis 

irreversible 

DPSC-I 

      

Tabla 2: Información de los donantes y sus tejidos dentales usados en esta tesis. 
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