) CARACTERIZACION DEL CRECIMIENTO in vitro DE
CELULAS AISLADAS EN DIFERENTES PORCIONES DE LA
PULPA DENTAL HUMANA

Julio Alberto Montero Del Toro ?, Geovanny Nic Can 23, Beatriz Adriana Rodas Junco 2%

! Facultad de Ingenieria Quimica, Universidad Auténoma de Yucatan, Periférico Norte Kilometro 33.5. Mérida,
Yucatan, CP 97302.

2 Laboratorio Traslacional de Células Troncales de Origen Bucal, Facultad de Odontologia, Universidad Auténoma
de Yucatan, calle 61A x 90 y 92. Mérida, Yucatan, CP 97000.

3 CONACYT-Facultad de Ingenieria Quimica, Universidad Auténoma de Yucatan. Periférico Norte Kilometro 33.5.
Mérida, Yucatan, CP 97302.

Fecha de recepcién: 26 de octubre de 2020 - Fecha de aceptacion: 9 de agosto de 2021

Resumen

La pulpa dental representa una fuente accesible de células troncales con un enorme potencial
terapéutico. En la literatura son escasos los reportes enfocados en el aislamiento y crecimiento de
las células presentes en las diferentes porciones de la pulpa con fines para la obtencién de células
troncales. El objetivo del presente trabajo fue aislar y examinar las caracteristicas de crecimiento
de las células de las porciones coronal, media y apical de la pulpa dental humana. La pulpa fue
extraida de un diente supernumerario donado por un paciente masculino de 8 afios. Se analiz6 la
masa y longitud de la pulpa con el fin de determinar los pardmetros morfométricos para el
aislamiento celular. Asimismo, en los cultivos celulares se evaluaron las caracteristicas de
morfologia, densidad celular y eficiencia en la formacion de unidades de colonias. Los resultados
mostraron que 11.4 mg de masa de la pulpa permitio establecer tres cultivos celulares. En relacion
con la morfologia, las células exhibieron una forma tipo fibroblastoide, pero también densidades
celulares diferentes entre si durante su cultivo. En relacion con la eficiencia en la formacion de
colonias, la porcién apical presentd la mejor eficiencia comparado con las porciones coronal y
media. Estos resultados infieren que la porcion apical de la pulpa de un diente supernumerario
podria representar una fuente potencial para la obtencidn de células con caracteristicas de cultivo
in vitro similares a las células troncales.

Palabras clave: Ceélulas troncales, diente supernumerario, porcién apical, porcién coronal, pulpa
dental.
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CHARACTERIZATION OF THE in vitro GROWTH OF CELLS
ISOLATED IN DIFFERENT PORTIONS OF THE HUMAN
DENTAL PULP

Abstract

Dental pulp represents an accessible source of stem cells with enormous therapeutic potential. In
the literature there are few reports focused on the isolation and growth of the cells present in the
different portions of the dental pulp for the purpose of obtaining stem cells. The objective of the
present work was to isolate and examine the growth characteristics of the cells of the coronal,
middle and apical portions of human dental pulp. The dental pulp was extracted from a
supernumerary tooth donated by an 8-year-old male patient. The pulp mass and length were
analyzed to determine the morphometric parameters for cell isolation. Likewise, in the cell cultures
the characteristics of morphology, cell density and colony forming efficiency were evaluated. The
results showed that 11.4 mg of dental pulp mass allowed to establish three cell cultures. In relation
to morphology, the cells exhibited a fibroblast-like shape, but also different cell densities from each
other during their culture. Regarding the colony forming efficiency, the apical portion presented
the best efficiency compared to the coronal and middle portions. These results infer that the apical
portion of the pulp of a supernumerary tooth could represent a potential source for obtaining cells
with in vitro culture characteristics like stem cells.

Keywords: apical portion, coronal portion, dental pulp, stem cells, supernumerary teeth.

el limite superior o techo de dentina, mientras
1 Introduccién que a la pulpa alojada en los conductos de la
La pulpa dental (PD) es una masa de tejido  raiz se le denomina pulpa radicular (Gomez de
conectivo extensamente vascularizado e  ferraris y Campos, 2019; He et al., 2016). La
inervado, que se encuentra contenida dentro de  pulpa radicular dividida por la mitad constituye
la camara pulpar del érgano dentario (OD),  dos porciones, la porcion apical en el extremo
(Gémez de ferraris y Campos (2019); Yildirim  mas cercano a la punta de la raiz y la porcion
(2013). La PD es responsable de la formacion ~ media comprendida entre los extremos apical y
de la dentina que conduce a la generacion del ~ coronal (VanAmerongen et al. 1983). La PD en
esmalte, pero ademas cumple con funciones  funcion de la matriz que conforma, alberga
protectoras, sensoriales y de mantenimiento  diferentes poblaciones celulares, principal-
para la vitalidad del OD (Garma Alvarez 2019;  mente odontoblastos, fibroblastos y células
Wei etal. 2007). Por otro lado, la camara  mesenquimaticas indiferenciadas o celulas
pulpar es una cavidad central que troncales (Garma Alvarez 2019; Gomez de
morfolégicamente reproduce la forma del OD.  ferraris y Campos 2019; Yildirim 2013).
Esta cavidad a su vez puede dividirse en la
porcion coronal y en la porcion radicular. Del
mismo modo se puede delimitar al tejido
pulpar, la porcion coronal de la PD es aquella
contenida dentro de la corona del diente, que
parte desde la linea del cuello anatémico hasta

Las células troncales (CT) son células

indiferenciadas de morfologia fibroblastoide

con elevadas capacidades de autorrenovacién y

diferenciacion y cuya funcion es reponer la

perdida de células dafiadas o en estado de

muerte en los nichos donde se encuentran
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(Montiel E. y Montiel J. 2012). Las células
troncales de la pulpa dental (CTPD) fueron las
primeras en ser aisladas de la cavidad bucal.
Estas células poseen un enorme potencial
terapéutico ya que los métodos para su
obtencion involucran métodos minimamente
invasivos y las limitaciones éticas y legales son
escazas (Guadix et al. 2017; Rodas-Junco et al.
2017). Sin embargo, pocos son los estudios que
se han enfocado en el analisis a nivel celular de
las porciones coronal, media y apical de la PD
con fines para el aislamiento de CT. Se ha
reportado que a pesar de no existir barreras
fisicas entre las diferentes porciones, estas
presentan composiciones diferentes en la
estructura interna y densidad celular (Daud
et al. 2014; Guerrero-Jiménez et al. 2019). Es
por lo anterior que el objetivo del presente
trabajo fue caracterizar el crecimiento in vitro
de las poblaciones celulares de las diferentes
porciones de la PD humana, lo cual podria tener
importantes aplicaciones para el aislamiento de
las CT de origen dental.

2 Metodologia

La presente investigacion fue aprobada por el
Comité De Etica En Investigacion del Centro
De Investigaciones Regionales “Dr. Hideyo
Noguchi” de la Universidad Autonoma de
Yucatan (Numero de aprobacion: CIE-06-
2017).

2.1 Obtencion del 6rgano dentario

El OD fue donado con previo consentimiento
informado por un paciente masculino de 8
afios, que ingres6 a la Clinica de
Odontopediatria de la UADY para la
extraccion  quirGrgica de un  diente
supernumerario (Fig. 1). EI OD fue extraido de
forma integra sin lesiones de caries
observables. Después, el OD se deposito en un
tubo conico que contenia una solucion estéril
de buffer de fosfatos (PBS 1X pH: 7.4)
suplementado con una solucién al 1% de
antibidtico/antimicético: A/A (penicilina [100
Ul/mL] / estreptomicina [100 pg/mL], Gibco).
Posteriormente el OD fue transportado en un
contenedor refrigerado al laboratorio de
Cultivo Celular para su procesamiento.

Figura 1. Localizacion del érgano dentario dentro de la cavidad bucal. Tomografia computarizada
del diente supernumerario extraido a un un paciente masculino de 8 afos.
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2.2 Determinacion de la masa del érgano
dentario y la pulpa dental.

Para evaluar si el peso de la PD con respecto al
OD es un factor importante en la calidad de
tejido para el aislamiento celular, se procedié a
determinar la masa del tejido pulpar y del
diente. Para la determinacion de la masa del
OD, se inici6 con el lavado de la pieza dental
en una solucion estéril de PBS 1X pH 7.4
suplementado con 1% de A/A con el fin de
remover cualquier suciedad o restos de sangre.
Después, el OD se depositd en un microtubo
(Eppendorf) estéril y se transportd a una
balanza analitica (cx220, Citizen) para
determinar el peso del diente. Para el calculo
del peso del diente se determiné la diferencia
de la masa del microtubo vacio (previamente
pesado) y el peso del microtubo con el OD.

Para la obtencion de la PD, se realizd un corte
longitudinal en la periferia del OD, empleando
un micromotor equipado con un disco rotatorio
de diamante (22 mm de didmetro) aplicando
una irrigacién constante con PBS 1X frio 1%
A/A para evitar que el tejido pulpar
incrementara su temperatura. Finalizado el
corte, la PD expuesta se removid
cuidadosamente de la cdmara pulpar con la
ayuda de una pinza de diseccion y se depositd
en un microtubo (Eppendorf) nuevo y estéril de
1.5 mL que contenia 1 mL de medio basal a-
MEM (Minimun Essential Medium, Gibco)
complementado con 15% de suero bovino fetal
(SBF, Gibco) y 1% solucion A/A (medio basal
completo). El procedimiento para determinar la
masa de la PD fue igual al descrito con el OD.

2.3 Analisis morfométrico del
dentario y la pulpa dental
El analisis morfométrico se llevd a cabo con el
fin de determinar los  pardmetros
morfomeétricos del diente (peso) y el tejido
pulpar (peso, altura y grosor) empleado para el
aislamiento de las celulas en las diferentes
porciones. Para ello, se hizo un registro
fotografico del OD y la PD (antes y después de

drgano

*beatriz.rodas@correo.uady.mx; barodasju@conacyt.mx

dividirla en porciones) utilizando una sonda
periodontal de 15 mm (Carolina del Norte) en
el mismo campo visual como referencia de
longitud. EI andlisis fotografico se realizd
utilizando el software ImageJ v1.52.

2.4 Aislamiento celular en las diferentes
porciones de la pulpa dental por el
meétodo del explante

Las porciones de la PD se obtuvieron mediante

dos cortes transversales. Para ello primero se

identifico a la porcién coronal para separarla de
la pulpa radicular. Esta Gltima fue seccionada

por la mitad para obtener las porciones media 'y

apical respectivamente. Posteriormente, cada

porcion de la PD se disocié mecanicamente con
la ayuda de una hoja de bisturi en una placa

Petri. Después, los explantes de cada porcion se

depositaron en cajas de cultivo de 35 mm de

didmetro (Nest®) que contenian 1 mL de
medio basal completo, conformando asi el
cultivo primario. Luego las cajas se incubaron

bajo condiciones estandar de cultivo: 37°C, 5%

de CO2 con un cambio de medio cada 48 horas.

Cuando los cultivos alcanzaron el 70% de

confluencia, las células fueron expandidas al

primer pase celular (P1) en cajas de cultivo T-

75 (Nest®) con un inoculo inicial de 7x10*

cel/mL y mantenidas con medio de cultivo a-

MEM suplementado con 10% SBF y 1% A/A

(medio basal completo al 10% SBF), bajo las

condiciones de cultivo  anteriormente

mencionadas. La morfologia, adherencia vy
proliferacion celular se comprobaron mediante
un  microscopio invertido  (TCM400,

LABOMED).

2.5 Ensayo de clonogenicidad

Para evaluar la capacidad de las células aisladas
de formar agregados clonogenicos durante su
crecimiento, se llevo a cabo el ensayo de
Unidades Formadoras de Colonias-tipo
Fibroblastoides (UFC-F). Para dicho ensayo, se
inocularon 100 cel/pozo en una placa de 12
pozos (cuatro réplicas por poblacion celular)
mantenidos con 800 pL de medio basal

Nota: Este articulo de investigacion es parte de Ingenieria—Revista Académica de la Facultad de Ingenieria,
Universidad Auténoma de Yucatan, Vol. 25, No. 3, 2021, ISSN: 2448-8364



Julio Alberto Montero Del Toro et al. / Ingenieria Vol. 25-3 (2021) 33-43.
8° Congreso de la Facultad de Ingenieria Quimica (CONFIQ - 8)

completo al 10% SBF. Las células se incubaron
en condiciones estandar con cambios de medio
cada 48 horas. Posteriormente, el cultivo se
lavé tres veces con solucion de PBS 1X pH 7.4
para eliminar completamente las trazas de
medio de cultivo. Después, se agregaron 400
puL de una solucion al 0.5% (p/v) de cristal
violeta durante 20 minutos con agitacion
constante. La caja de cultivo se lavd con agua
destilada para eliminar el exceso de colorante.
Finalmente, para el conteo de las colonias
celulares, se seleccionaron aquellas cajas de
cultivo que tuvieran >50 células y se calculd la
eficiencia de UFC-F (Eurcr) a partir del
promedio del conteo de todas las réplicas
(Muec-e) y el nimero inicial de células (Ni)
(Sato et al. 2015), mediante la ecuacion:

Myrpc—
Eyrc-r= (%) X 100 [=] %
1

2.6 Analisis estadistico

Los datos de la Eurcr de las diferentes
poblaciones se compararon entre si mediante
un analisis de varianza de un solo factor con la
prueba post hoc de t-Student. La significancia
estadistica fue definida con un valor de p<0.05.

3. Resultados y Discusion

3.1 Peso y morfometria del OD y la PD

La metodologia empleada en el presente
estudio para la determinacion del grosor y la

altura de laPD se efectud a través de un registro
fotografico, el cual permiti6 mantener la
vitalidad del tejido pulpar debido a que el
tiempo de medicion fue menor comparado con
el uso de instrumentos fisicos como el vernier
digital (Guerrero-Jiménez et al. 2019).

El peso del OD (Fig. 2A) utilizado en el
presente estudio fue de 612.1 mg y el de la PD
de 11.4 mg. Esto representa el 1.86% de la
masa total del diente (Error! Reference
source not found.). En relacién con la PD, ésta
presentod una morfologia tubular acorde con la
forma conica del OD, lo que facilito el
reconocimiento de las porciones coronal,
media y apical (Fig. 2B-C). De manera
interesante, la altura de las porciones en su
conjunto present6 una longitud mayor (9.876
mm) comparada con la PD sin procesar (8.013
mm) (Fig. 2B; Tabla 1). Esto puede deberse al
relajamiento del tejido al ser procesado ya que
la PD estd compuesta por un 75% de agua y un
25 % de materia organica en la cual existen
abundantes fibras elasticas que pierden tension
al ser seccionadas (Abreu Correa et al. 2011;
Gomez de ferraris y Campos 2019). Asimismo,
se pudo observar una variacion de £ 0.31 mm
de grosor entre las diferentes porciones, lo cual
no representa una diferencia importante en
longitud debido a la morfologia de la PD
estudiada.

A) B)

15 mm —

C)
Coronal __

~

Media

Figura 2. Obtencion de las porciones de la pulpa dental. A) Organo dentario previo al
procesamiento junto a una sonda periodontal de 15 mm (Carolina del Norte) como referencia de
longitud. B) Pulpa dental extraida de la camara pulpar. C) Porciones coronal, media y apical de la

pulpa dental.
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Tabla 1. Peso y morfometria del 6rgano dentario y la pulpa dental

Masa (mg) Altura (mm) Grosor (mm)
Organo dentario 612.100 11.617 5.263
Pulpa entera 11.400 8.013 ND
Porcion coronal ND 4.208 2.103
Porcion media ND 2.915 2.013
Porcién apical ND 2.753 2.580

ND: No Determinado

Nuestro grupo de trabajo considera que la masa
de la PD puede ser un parametro importante
para el aislamiento de células de la PD
(Guerrero-Jiménez et al 2019). Sin embargo los
reportes sobre medidas morfométricas en la PD
en diferentes tipos de dientes son bastante
limitados. Por ejemplo, Alsulaimani et al.
(2016) reportaron una masa de 20 mg de PD
obtenidos de dos dientes (sin especificar el
tipo) de un mismo paciente para el aislamiento
de células viables. En nuestro estudio se
emple6 114 mg de PD de un diente
supernumerario para establecer tres cultivos
celulares. Estos resultados infieren que la masa
de la PD en un diente supernumerario ofrece
una fuente atractiva de obtencién de PD para el
aislamiento de células.

3.2 Aislamiento celular en las tres porciones
de laPD

La caracterizacién morfoldgica de las células
en las tres porciones de la PD se llevd a cabo
mediante un récord fotogréafico realizado a
través de un microscopio de contraste de fases.
Las células del cultivo primario en un lapso de
3-6 dias presentaron una morfologia redonda
sin adherencia a la caja de cultivo. Esto podria
deberse a la presencia de células derivadas de
vasos sanguineos en el tejido pulpar. La
presencia de células adherentes fue observado
después de 8 dias del cultivo para las porciones
coronal, media y apical respectivamente (Fig. 3
A-C), exhibiendo una morfologia de tipo
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fibroblastoide. La presencia de poblaciones
celulares heterogéneas durante el
establecimiento del cultivo primario es
consistente con lo reportado en cultivos
derivados de la PD por el método de explante
realizado en este estudio (Eslaminejad et al.
2010; Gronthos et al. 2000; Patil et al. 2018;
Stanislawski etal. 1997). De manera
interesante, esta heterogeneidad marco también
un comportamiento diferente para cada porcion
de la PD en su cultivo in vitro. Por ejemplo, las
células de la porcion coronal, presentaron una
mayor densidad celular en el borde del tejido
(Fig. 3A), contrario a lo observado en las
células derivadas en las porciones media y
apical. En el caso de las células aisladas en la
porcién media, la migracion y adherencia de las
células ocurri6 a una distancia lejana del
explante permaneciendo aisladas unas de otras
(Figura 3B). ElI mismo comportamiento se
observo en las células de la porcion apical (Fig.
3C). De manera consistente, después de tres
semanas de cultivo, las células derivadas de las
tres porciones de la PD incrementaron
notablemente su confluencia en la caja de
cultivo (Fig. 3 D-F).

Por otro lado, un aspecto en el crecimiento de
estas células fue la densidad celular. La células
de la porcion media y apical presentaron mayor
densidad comparado con la células de la
porcion coronal  (Figura 4 A-C). Estas
diferencias en la capacidad proliferativa se han
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reportado en cultivos derivados de la pulpa
coronal y radicular de dientes temporales y
mesiodens (Gonen et al., 2019; Sato et al.,
2015; Toriumi et al., 2015). La explicacion a
estas variaciones en el crecimiento podrian ser
el resultado de los cambios fisiologicos
implicados durante el proceso de formacion del
diente, ya que esta reportado que la corona
dental se forma tempranamente durante el
desarrollo embrionario, mientras que la raiz en
la etapa postnatal, lo que conlleva posibles

diferencias genéticas que dirigen la capacidad
proliferativa de las células coronales vy
radiculares (He et al. 2016). Por otro lado, se
pudo observar en las poblaciones celulares una
morfologia tipo fibroblastoide (Fig. 4 D-F).
Esta es una caracteristica morfoldgica
distintiva en las CT, lo cual hace inferir que en
las tres porciones analizadas existen células
indiferenciadas con una elevada capacidad
proliferativa.

PORCIONES

CORONAL

Dia 8

Semana 3

MEDIA

APICAL

Figura 3. Cultivo celular de las diferentes porciones de la pulpa dental en etapa de explantes. (A—
C) Microscopias a 4x después de 8 dias de cultivo in vitro visto a través de un microscopio
invertido de contraste de fases. (D—F) Células emergentes del explante después de 3 semanas de
cultivo.
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PORCIONES

CORONAL

MEDIA

APICAL

AN TR

Figura 4. Densidad y morfologia celular de los cultivos in vitro derivados de las diferentes
porciones de la pulpa dental. (A-C) Microscopias a 4x de las poblaciones celulares bajo las mismas
condiciones de cultivo después de 6 dias a partir de in inoculo inicial de 7x10* células. (D-E)
Magnificacion a 20x de las poblaciones celulares donde se exhibe una morfologia predominante

de tipo fibroblastoide.

3.3 Ensayo de clonogenicidad

La capacidad proliferativa de las células de la
porcion coronal, media y apical fue evaluada
mediante un ensayo de UFC-F donde se
observo que las tres poblaciones celulares
mostraron colonias después de 7 dias de cultivo
in vitro, presentando las células de la porcion
apical la mayor eficiencia de clonogenicidad

(Fig. 5).

Los resultados obtenidos en este ensayo es
consistente con lo reportado en las porciones
coronal y radicular de la PD en dientes
primarios (Toriumi et al. 2015). En ese estudio,
los investigadores reportaron que la formacion
de colonias en la porcion radicular fue 2.4
veces mayor que las colonias en la porcion
coronal mientras que en nuestro estudio fue 1.4
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veces mayor. En otro estudio relacionado con
dientes mesiodens, reportaron una mayor
eficiencia de formacion de colonias en las
células derivadas de la raiz (19 %) comparado
con la porcion coronal (12%). En ese sentido,
nuestros resultados son consistentes con lo
reportado por esos autores. Es importante
sefialar que los resultados reportados por otros
grupos de investigacion en PD de dientes
primarios y mesiodens, no consideran los
parametros morfométricos para establecer
cuantitativamente a las porciones de la PD. Por
ejemplo, para la porcibn media no se
encontraron reportes que la distingan de los
extremos apical y coronal de la PD con fines
para el aislamiento celular. Sin embargo, para
una mejor comparacion de nuestros resultados
seria preciso en un futuro estudiar un mayor
numero de muestras del mismo tipo de diente.
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Figura 5. Eficiencia en la clonogenicidad de las células derivadas de las porciones de la pulpa
dental. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar media de cada linea celular por
cuadruplicado. * representa diferencia significativa de p<0.05.

4. Conclusiones

En este estudio se abordo la caracterizacion del
crecimiento de células aisladas en tres
porciones de la pulpa dental de un diente
supernumerario. Se demostrd que las células
aisladas de las porciones de la pulpa dental
mostraron caracteristicas de crecimiento in
vitro similares a las células troncales. Este
hallazgo no ha sido descrito antes en dientes
supernumerarios y podria tener importantes
aplicaciones en el aislamiento de células
troncales en este tejido.
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