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Resumen

Actualmente, el estudio de las células troncales (CT) derivadas de la cavidad oral es de gran importancia
debido a su capacidad de originar diferentes tipos celulares, por lo que podrian considerarse como una
alternativa para el establecimiento de modelos de investigacion in vitro. Particularmente, las células
derivadas de la pulpa dental presentan una morfologia fibroblastoide y una alta capacidad proliferativa
para su diferenciacion hacia multiples linajes, lo cual las convierte en una alternativa viable para la
implementacion de cultivos celulares. Una de las caracteristicas poco estudiadas para el establecimiento
de los cultivos celulares de la pulpa dental, es el efecto de la posicion del érgano dentario de donde se
obtiene la pulpa para la generacion de los explantes; por lo que en este estudio se compard la proliferacion
celular de los terceros molares superior e inferior de un mismo paciente, observando que la proliferacion
celular es influenciada por la posicion del diente y el tipo de raiz de éste.

Palabras clave: Células troncales, pulpa dental, tercer molar superior, tercer molar inferior,
proliferacion celular.

MORPHOLOGICAL COMPARISON OF CELLS ISOLATED FROM DENTAL
PULP OBTAINED FROM THIRD MOLARS FROM A SINGLE DONOR

Abstract

Currently, the study of stem cells (TC) derived from oral cavity is of great importance. TC can originate
different cell types and hence are considered an alternative for the establishment of in vitro research
models. In particular, cells derived from dental pulp have fibroblast morphology and high proliferative
capacity for their differentiation towards multiple lineages, which make them a viable alternative for the
implementation of cell cultures. In the establishment of dental pulp cell cultures, the effect of the position
in the oral cavity of the tooth used in the obtaining of pulp for the generation of explants, has been scarce
studied. Therefore, in this study, the cell proliferation of the upper and lower third molars, of the same
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patient, was compared observing that cell proliferation was influenced by the position of the tooth and

the type of root.

Key words: Stem cells, dental pulp, upper third molar, lower third molar, cell proliferation.

1. Introduccion

Las células troncales mesenquimales (CTM) son
células de morfologia fibroblastoide que poseen
una capacidad de autorrenovacion y potencial de
diferenciacion multilinaje. Estas células presentan
adhesion al plastico en cultivo in vitro, expresan
marcadores moleculares de superficie (CD73,
CD90 y CD105) y son capaces de diferenciarse
hacia los linajes condrogénicos, osteogénicos y
adipogénicos. Las células troncales (CT) se
clasifican de acuerdo con su origen como CT
embrionarias (CTE), fetales (CTF) y adultas
(CTA) (Jones y Matsui, 2007). Actualmente, se
han reportado diversas poblaciones de CTA en el
cuerpo humano como las presentes en el cartilago
articular (Dowthwaite et al. 2004), el hueso
trabecular (Noth et al. 2002), el masculo (Huard et
al. 2003), el tejido nervioso (Gage, 2000) y la
cavidad oral (Rodas-Junco et al. 2017).

La cavidad oral es de particular interés como
fuente de obtencion de CTM, debido a que los
tejidos orales donde residen las CTM son de féacil
acceso (Rodas-Junco et al., 2017). Ademas,
presentan una alta proliferacion y capacidad para
diferenciarse hacia odontoblastos,
cementoblastos, osteoblastos, entre otros tipos
celulares (Rodriguez-Lozano et al. 2012). La
pulpa dental (PD), es una de las fuentes de CTM
de la cavidad oral, ésta es la porcion blanda del
diente, conformada por tejido conectivo, las fibras
neurales, los vasos sanguineos y los linfaticos (Liu
et al. 2006). Las CT obtenidas de este tejido
presentan un potencial de diferenciacion hacia
multiples linajes 'y una capacidad de
autorrenovacion (Gronthos et al. 2002; Huang et
al. 2009; Kawashima, 2012; Al Madhoun et al.
2021), lo que las convierte en un modelo de
estudio prometedor para su aplicacion en terapia
celular.

Sin embargo, las células troncales de pulpa dental
(CTPD) poseen una alta heterogeneidad al ser
aisladas de diferentes donantes, debido a la
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influencia de factores de salud, edad, genéticos y
ambientales (Longoni et al. 2020; Al Madhoun et
al. 2021). En ese sentido, se plantea la hipdétesis
respecto a si la posicion de los dientes dentro de la
cavidad oral también pudiera incidir,
independientemente de que pertenezcan a un solo
donante. Por lo tanto, para el establecimiento de
cultivos celulares de CTPD es importante
considerar el tipo de érgano dental, su posicién en
la cavidad bucal, el historial clinico del paciente y
la morfometria de la pulpa dental (Guerrero-
Jiménez et al. 2019).

En la actualidad no existen trabajos que aborden
este enfoque, por tal motivo el objetivo de la
presente investigacion fue comparar las
diferencias morfoldgicas de las células aisladas de
la PD de dos dientes permanentes de un mismo
donador.

2. Metodologia
2.1 Obtencion y transporte del 6rgano dentario

La PD se obtuvo de dos terceros molares sanos de
un paciente femenino de 20 afios con previa firma
del consentimiento informado. La recoleccion del
organo dentario (OD) se realizd en la Clinica de
Cirugia de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Auténoma de Yucatan (UADY). Los
OD cumplieron con los criterios de inclusion y
exclusion del protocolo experimental aprobado
por el Comité de Investigacion Etica del Centro
Regional de Investigacion Dr. Hideyo Noguchi,
UADY (Numero de Aprobacion: CIE-06-2017).

Los terceros molares extraidos se transfirieron a
un tubo conico (Cornell) que contenia una
solucion estéril de bufer fosfato salino 1X (PBS:
138 mM NaCl, 3 mM KCI, 8.1 mM NaxHPOsy
1.5 mM KH>POy4, pH 7.4), suplementado con una
solucion al 1% de antibidtico/antimicotico
[penicilina (100 Ul/mL)/estreptomicina (100
pg/mL) (Gibco)], y se transportaron en un
contenedor refrigerado al Laboratorio
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Traslacional de Células Troncales-UADY para su
procesamiento.

2.2 Obtencion de la pulpa dental

Para la obtencion de la PD, se procedio a lavar
las piezas dentales con PBS 1X (pH 7.4)
suplementado con 1% de penicilina (100 UI/mL)
y estreptomicina (100 pg/mL), con la finalidad
de retirar el tejido y sangre remanente.
Posteriormente, de acuerdo con el protocolo
establecido por Guerrero-Jiménez et al. (2019),
se realiz6 un corte longitudinal a lo largo del
organo dental con la ayuda de un micromotor
rotatorio con el objetivo de exponer la camara
pulpar. Seguidamente, se recuperé la PD
utilizando una pinza curva de diseccion de punta
fina para separar el tejido de la cdmara pulpar.
2.3 Establecimiento y expansion de las
poblaciones celulares de pulpa dental

Para establecer el cultivo celular de la PD se
realiz6 el método de explante reportado por Rivas-
Aguayo (2018). El tejido se secciono
mecanicamente con un bisturi en fragmentos de
entre 1-2 mm, se colocaron en cajas Petri de 35
mm (Nest®) con medio basal D-MEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco)
suplementado con 15% de suero fetal bovino
(SFB) y 1% de solucién antibidtico-antimicotico
(100 UI/mL de penicilina y 100 pg/mL de
estreptomicina) (D-MEM completo). Después, se
colocd en incubacion bajo condiciones estandar de
37°C y 5% de COz con atmosfera humeda.

Cuando el cultivo primario obtuvo una
confluencia celular del 80%, se procedido a su
tripsinizacion utilizando la solucién de 0.25%
tripsina/EDTA (Gibco) para generar la expansion
celular (pase 1, P1). Para ello, se lavaron las
células adherentes con PBS 1X (pH 7.4) con 1%
de solucion antibidtico-antimicotico.
Inmediatamente, se adicionaron 750 pL de la
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solucion de 0.25% Tripsina/EDTA y se incubd
durante 5 minutos a 37°C, con el objetivo de
disociar a las células adheridas al sustrato de la
caja de cultivo. Posteriormente, para inactivar la
tripsina/EDTA se adicion6 el mismo volumen de
medio D-MEM completo.

La suspension celular se centrifugdé a 1500 rpm
durante 5 minutos a temperatura ambiente para
retirar el medio de cultivo con la tripsina
inactivada. Después, se lavo la pastilla celular con
un mL de PBS 1X (pH 7.4). Finalmente, se
resuspendio la pastilla celular en un mL de medio
de cultivo D-MEM completo (10% SFB, 1 % de
la  solucion  antibidtico-antimicotico).  Esta
suspension celular fue inoculada en cajas de
cultivo T75 (NEST®) y cultivada a 37°C y 5% de
CO2 en atmosfera humeda.

2.4 Analisis morfoldgico de las células
troncales de la pulpa dental

La morfologia de las células en el P1, fue
observado bajo un microscopio de fase invertida
(TCM400, LABOMED).

3. Resultados

En el presente trabajo se analizaron dos terceros
molares extraidos de la parte superior e inferior de
la cavidad oral de un mismo paciente femenino de
20 afios. En la Figura 1A, se muestra la posicion
radiografica de los dientes extraidos para este
estudio, donde el tercer molar inferior (TMI)
presenta la raiz separada (Figura 1B) mientras que
el tercer molar superior (TMS) tiene la raiz
fusionada (Figura 1C). Estas diferencias en sus
raices también fueron visibles en la morfologia de
la PD. Por ejemplo, el tejido extraido del TMI fue
amorfo mientras que la PD del TMS fue integro y
de mayor longitud (Figura 1B-C). En ambos
dientes la PD se encontraba en estado viable.
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Figura 1. Posicion de los 6rganos dentales extraidos de la cavidad oral de una paciente femenina de 20
afios. (A) Radiografia de la cavidad oral con la posicion de los 6rganos dentales extraidos (B) TMI: tercer
molar inferior (C) TMS: tercer molar superior. En la parte inferior izquierda de cada imagen se sefiala la

PD correspondiente a cada OD.

Ambos OD fueron transportados en PBS 1%
(Figura 2A) y desinfectados en el medio D-MEM
completo, para posteriormente Ser cortados
longitudinalmente para colectar la PD (Figura

2C). El establecimiento del cultivo celular de los
explantes de PD se realizd6 como se indica en
materiales y métodos.

Figura 2. Desinfeccion del 6rgano dentario y colecta de la pulpa dental. (A) Organo dentario en PBS 1x.
(B) Organo dentario en medio D-MEM completo (C) Corte del 6rgano dentario para la colecta de la PD.

Las primeras células emergentes de los explantes
de PD se observaron a los cinco dias de cultivo,
sin embargo, después de este tiempo, se pudieron
observar diferencias temporales en la migracion
celular entre ambos cultivos. Los explantes del
TMS mostraron una mayor migracion celular en el
dia 12 comparado con el explante generado del
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TMI (Figura 3E). En relacion con su morfologia,
se observo la forma fibroblastoide mas definida en
el dia 22 de cultivo, siendo las células aisladas del
TMS mas alargadas comparadas con las células
del TMI (Figura 3F). También se detectaron
diferencias en el patron de crecimiento in vitro
para ambos cultivos. El cultivo celular del TMS
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presentd un crecimiento paralelo (Figura 3C)
mientras que el cultivo de TMI fue curvo (Figura
3F).

Dia 1

TMS

TMI

Figura 3. Microfotografias de los explantes obtenidos de dos dientes tercer molar de un mismo donador.
(A, B, C) En la parte superior se observa la migracion celular de los explantes generados de PD del TMS
y (D, E, F) el TMI ambos a los 1, 12 y 22 dias de cultivo. TMS: tercer molar superior, TMI: tercer molar

inferior. Imagenes con magnificacion 10x.
4. Discusion

En el presente estudio se realiz6 un acercamiento
de los cambios morfologicos y el potencial de
proliferacion celular en los explantes de PD del
TMS y el TMI de un mismo donador. Los datos
reportados en este trabajo para las diferencias
morfoldgicas bajo estas condiciones, no se habian
evaluado anteriormente. La mayoria de las
investigaciones se basan en el establecimiento de
cultivos celulares de una poblacion heterogénea
de donantes y de diferente posicion del OD para la
obtencion del tejido pulpar (Alraies et al. 2017,
Kobayashi et al. 2020; Longoni et al. 2020). Sin
embargo, nuestro grupo plantea que es necesario
tomar en cuenta la posicion del OD para el
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establecimiento de los cultivos de CT de origen
dental.

Asimismo, en los resultados reportados en este
trabajo, se observd que los OD superior e inferior
presentaban diferente tipo de raiz, fusionada y
separada, respectivamente (Figura 1B y 1C). Lo
anterior, es un rasgo caracteristico debido a la
posicion de los dientes, ya que se ha reportado que
de un 40 a 52% de los casos los TMS tienen este
tipo de morfologia radicular (Vazquez et al. 2014;
Carvalho et al. 2015; Olguin Martinez et al. 2017).
Por otro lado, los TMI se caracterizan por tener las
raices separadas lo cual se ha registrado entre un
40 al 82% de los casos (Fuentes et al. 2016;
Liibbers et al. 2017; Olguin Martinez et al. 2017).
La variacion en el tipo de raiz del OD podria ser
resultado de los cambios fisiologicos que se llevan
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a cabo durante su formacion y posicion dentro de
la cavidad oral.

Esto pudiera influir en la capacidad de
proliferacion celular de los explantes de PD del
TMS y TMI, en donde se presentd mayor
proliferacion en el TMS (Figura 3B), lo cual
podria deberse al tipo de raiz fusionada del OD
(Figura 1C), lo que permiti6 la obtencion de una
PD integra y homogénea, caracteristica que se ha
reportado aumenta la tasa de éxito para la
obtencion de CT (Guerrero-Jiménez et al. 2019).
La capacidad de proliferacion celular también esta
relacionada con las caracteristicas biologicas del
donador del cual provienen, como la edad y el
sexo (Mercado-Rubio et al. 2021). Siendo las
edades optimas para la obtencion de CT entre 16
y 25 afos (Bressan et al. 2011); por otro lado,
Guerrero-Jiménez et al. (2019), reportaron que los
porcentajes de PD en donadores femeninos con el
TMS con raices fusionadas era mayor en peso
comparado con los pacientes masculinos. En tal
sentido, se podria inferir que la obtencion de PD
de los OD superiores con raices fusionadas de
donadores femeninos, tiene wuna influencia
positiva para el establecimiento de los cultivos
celulares.

Actualmente no hay evidencia de la comparacion
de la proliferacion celular entre los TMS y TMI en
un mismo donador; sin embargo, nuestros
resultados muestran que este enfoque debe
profundizarse. Las evidencias actuales, sefialan
cambios en la proliferacion celular de diferentes
tejidos orales (pulpa dental, foliculo dental y
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