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Resumen 

El cultivo celular es una técnica esencial en la investigación biológica, que facilita estudios in vitro sobre 

diversas enfermedades. En este contexto, el suero fetal bovino (SFB) es un suplemento clave, ya que 

proporciona los nutrientes necesarios para el crecimiento celular. Sin embargo, su producción plantea 

importantes preocupaciones éticas y la variabilidad entre lotes que puede comprometer la 

reproducibilidad de los resultados experimentales. En respuesta a estas limitaciones, varias compañías 

han desarrollado medios definidos químicamente y libres de suero, como FreeAdd. Debido a ello, en este 

estudio se evaluó el efecto del FreeAdd en la morfología, cambios en la expresión de los genes de 

pluripotencia y capacidad de diferenciación osteogénica de las células troncales de pulpa dental humana 

(CTPDh). Utilizando el medio de cultivo convencional (Medio Eagle’s alfa modificado) y un medio 

comercial para el uso del reemplazo de suero (F10 Ham's) suplementados con el SFB (control) o con el 

FreeAdd. Los resultados obtenidos mostraron una morfología celular más corta cuando se encontraban 

en presencia de FreeAdd a comparación de las que se encontraban en SFB que era fusiforme. A pesar de 

ello, no hubo cambios en los niveles de transcritos de genes de pluripotencia, sin embargo, bajo las 

condiciones de suplementación empleadas en este trabajo, la diferenciación osteogénica fue menor 

cuando se encontraban en presencia de FreeAdd. 

 

Palabras clave: células dentales, células troncales de pulpa dental, suero fetal bovino, FreeAdd, 

osteogénesis 
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ANALYSIS OF THE EFFECT OF THE FREEADD SUPPLEMENT ON 

THE MORPHOLOGY AND OSTEOGENIC DIFFERENTIATION OF 

HUMAN DENTAL PULP STEM CELLS  

Abstract 

 

Cell culture is essential in biological research, facilitating in vitro studies on various diseases. In this 

context, fetal bovine serum (FBS) is a key supplement, providing the nutrients necessary for cell growth. 

However, its production raises important ethical concerns, and batch-to-batch variability can compromise 

the reproducibility of experimental results. In response to these limitations, several companies have 

developed chemically defined and serum-free media, such as FreeAdd. Therefore, this study evaluated 

the effect of FreeAdd on morphology, changes in pluripotency gene expression, and osteogenic 

differentiation capacity of human dental pulp stem cells (hDPSCs). We used conventional culture 

medium (α-Modified Eagle’s Medium), and a commercial medium designed for serum replacement 

(Ham’s F10), supplemented with either FBS (control) or FreeAdd.  The results showed that cells 

exhibited a shorter morphology in the presence of FreeAdd compared to the fusiform shape observed 

with FBS. Despite this, no changes were detected in the transcript levels of pluripotency genes. However, 

under the supplementation conditions used in this study, osteogenic differentiation was reduced in the 

presence of FreeAdd. 

 

Keywords: Dental cells, dental pulp stem cells, fetal bovine serum, FreeAdd, osteogenesis 

 

1. Introducción  
La técnica de cultivo celular es una herramienta 

fundamental y ampliamente utilizada en diversas 

áreas de la investigación biológica, como el 

modelado de enfermedades, la medicina 

regenerativa y el estudio de células troncales, entre 

otras (Paradkar et al., 2019). Esta metodología ha 

permitido reemplazar estudios in vivo por sistemas 

menos invasivos, como los cultivos celulares in 

vitro (Verma et al., 2020). 

 

En los cultivos celulares, el medio de cultivo y sus 

suplementos desempeñan un papel fundamental 

en el mantenimiento de la viabilidad, crecimiento 

y proliferación celular. Uno de los suplementos 

más importantes de estos medios es el suero fetal 

bovino (SFB), que provee una fuente rica de 

hormonas, factores de crecimiento, aminoácidos, 

proteínas, vitaminas, sales inorgánicas, 

oligoelementos, carbohidratos y lípidos, todos 

esenciales para el metabolismo y el crecimiento 

celular, lo que lo convierte en un suplemento clave 

en el cultivo celular (Hawkes, 2015). 

 

Sin embargo, la creciente demanda por el uso de 

este compuesto plantea preocupaciones éticas, 

dado que la sangre necesaria para su producción 

se obtiene de fetos bovinos provenientes de 

ganado preñado. Cada año, más de dos millones 

de fetos bovinos son sacrificados para producir 

aproximadamente 800,000 litros de SFB 

(Brindley et al., 2012; Chelladurai et al., 2017). 

Además de los dilemas éticos, la variabilidad entre 

lotes del SFB puede comprometer la validez 

experimental de las investigaciones. 

 

En las últimas décadas, se han explorado varias 

alternativas al SFB como suplementos en los 

medios de cultivo celular, pero la búsqueda de un 

sustituto que no comprometa los avances 

científicos sigue siendo el desafío principal 

(Chelladurai et al., 2017; Gstraunthaler, 2003). 

 

Entre estas alternativas, los medios químicamente 

definidos, libres de suero, han ganado popularidad 

en la producción clínica y farmacéutica debido a 
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que sus componentes y concentraciones están bien 

definidos y no contienen productos derivados de 

animales o humanos, incluyendo la albúmina 

(Piletz et al., 2018; van der Valk et al., 2010). Sin 

embargo, cada tipo de célula tiene requisitos 

específicos para su supervivencia, crecimiento y 

diferenciación. 

 

Las células troncales de pulpa dental humana 

(CTPDh), han demostrado un alto potencial de 

diferenciación hacia el linaje osteogénico 

(Mercado-Rubio et al., 2021), por lo que 

representan un modelo prometedor para estudiar 

la regeneración ósea en diversas condiciones 

clínicas. No obstante, el proceso de diferenciación 

osteogénica puede ser modulado por varios 

factores, incluyendo suplementos nutricionales y 

compuestos bioactivos que actúan sobre los 

mecanismos celulares y moleculares involucrados 

(de Girolamo et al., 2007; Kyllönen et al., 2013). 

Además, para su futura aplicación en terapias 

autólogas, es necesario sustituir el SFB en los 

medios de diferenciación. 

 

En ese contexto, el suplemento FreeAdd, podría 

ser una alternativa prometedora para sustituir el 

SFB en los medios de diferenciación osteogénica 

debido a su formulación rica en minerales y 

compuestos antioxidantes. Estudios preliminares 

han sugerido que este tipo de suplementos puede 

mejorar la proliferación celular y potenciar los 

procesos de diferenciación, aunque su impacto 

específico en la osteogénesis de CTPDh aún no ha 

sido estudiado a fondo (Cowper et al., 2019; Eydt 

et al., 2016; Pilgrim et al., 2022). 

 

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue analizar 

el efecto in vitro del suplemento FreeAdd sobre la 

morfología celular y la capacidad de 

diferenciación osteogénica de las CTPDh. La 

comprensión de cómo FreeAdd influye en estos 

procesos podría proporcionar información valiosa 

para futuras aplicaciones terapéuticas en el campo 

de la regeneración ósea. 

 

2. Metodología 

 

2.1 Cultivo celular en los medios libres de SFB 

 

Para este estudio, se utilizaron CTPDh en pase 6 y 

7 (P6 y P7) criopreservadas de un paciente 

masculino de 18 años, con previa firma del 

consentimiento informado (Número de 

Aprobación: CIE-06-2017). Las CTPDh se 

sembraron en placas de cultivo de 12 pozos a una 

densidad de 1x104 células/pozo y se mantuvieron 

en el medio esencial mínimo Eagle (α-MEM, 

Gibco) suplementado con 10% de Suero Fetal 

Bovino (SFB, Gibco) y 1% de 

Antibiótico/Antimicótico, conformado por 

penicilina/estreptomicina, Gibco a 37°C y 5% de 

CO2 en atmósfera húmeda, hasta alcanzar una 

confluencia del 60%. Para las evaluaciones con 

FreeAdd, se emplearon dos tipos de medios de 

cultivo: α-MEM y el medio F10 de Ham’s 

(Biowest), diseñado específicamente para el 

crecimiento celular en ausencia de suero fetal 

bovino (SFB). 

 

La combinación de los tratamientos evaluados 

fueron las siguientes: α-MEM + SFB (α-MEM + 

10% SFB + 1% A/A) el cual sirvió como control, 

α-MEM + FreeAdd (α-MEM + 20% FreeAdd + 1% 

A/A), F10 + SFB (F10 + 10% SFB + 1% A/A) y 

F10 + FreeAdd (α-MEM + 20% FreeAdd + 1% 

A/A).   

 

2.2 Evaluación de los cambios morfológicos 

 

Los cambios morfológicos de las CTPDh en 

respuesta a los distintos medios con y sin SFB 

fueron evaluados mediante microfotografías 

durante 6 días. Al finalizar este periodo, se realizó 

una tinción con cristal violeta para facilitar una 

observación clara de la morfología celular. Para 

ello, las células fueron lavadas previamente con el 

amortiguador de fosfatos (PBS 1x pH 7.4) y 

posteriormente incubadas durante 30 minutos con 

una solución al 0.05% final de cristal violeta 

(Sigma-Aldrich). Transcurrido el tiempo de la 

tinción, se realizaron lavados con agua destilada 
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para eliminar el exceso de colorante. Las 

microfotografías fueron obtenidas mediante un 

microscopio invertido (TCM400, LABOMED).  

 

2.3 RT-PCR de los marcadores de pluripotencia 

Para evaluar si las CTPDh cultivadas en presencia 

de los diferentes medios libres de SFB mantenían 

su pluripotencia y autorrenovación, se analizaron 

los transcritos de los genes marcadores de 

pluripotencia (SOX2, OCT4 y NANOG). La 

extracción de ARN total se realizó utilizando el 

reactivo TRIzol (Sigma-Aldrich), siguiendo el 

protocolo descrito por el proveedor. La 

concentración y pureza del ARN total extraído 

fueron determinados mediante espectrofotometría 

(Nanodrop, Thermo Fisher Scientific). 

Posteriormente, la síntesis de ADN 

complementario (ADNc) se realizó con el kit 

PrimeScript 1st strand cDNA Synthesis (TaKaRa) 

de acuerdo con el protocolo reportado por el 

proveedor. La amplificación de los genes se llevó 

a cabo mediante RT-PCR punto final, empleando 

un termociclador (C1000 #185-1196, Bio-Rad) 

con el siguiente programa: desnaturalización 

inicial a 95 °C durante 5 min, seguida de 40 ciclos 

de desnaturalización a 95 °C por 30 s, 

alineamiento a una temperatura específica para 

cada par de cebadores por 30 seg, y extensión a 

72 °C por 30 seg; con una extensión final de 72 °C 

durante 5 min. Los productos amplificados se 

visualizaron mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 1.5% teñido con SYBR Gold 

(Invitrogen) utilizando un transiluminador (Gel 

Doc XR+, Bio-Rad). Las secuencias de los 

cebadores utilizados se detallan en la Tabla 1. 

 

 

 

Tabla 1. Secuencias de los genes marcadores de pluripotencia empleados en este estudio 

Genes Secuencia forward 

5’→3’ 

Secuencia Reverse 

5’→3’ 

TA 

(°C) 

Ref. 

SOX2 ACACCAATCCCATCCACACT CCTCCCCAGGTTTTCTCT GT 62 Lefterova 

et al., 

2014 

OCT4 GAAAGGGACCGAGGAGTA CCGAGTGTGGTTCTGTAAC 62 Qiao et al., 

2014 

NANOG TGCTGAGATGCCTCACACGGA TGACCGGGACCTTGTCTTCCTT 60 Lefterova 

et al., 

2014 

18S GGACAGGATTGACAGATTGAT AGTCTCGTTCGTTATCGGAAT 60 Diseño 

propio 

  TA: Temperatura de alineamiento. Ref.: Referencia 

 

 

 

2.4 Diferenciación osteogénica 

 

Previo a la diferenciación osteogénica, las CTPDh 

fueron cultivadas durante 6 días en presencia de 

los medios listados en el apartado 2.1. Finalizado 

el tiempo, las células fueron sometidas a 

diferenciación osteogénica durante 14 días 

utilizando el medio de inducción osteogénico 

(MIO), compuesto por α-MEM suplementado con 

10 % de SFB, 1 % de antibiótico/antimicótico, 50 

μM de ácido ascórbico, 10 mM de β-

glicerofosfato y 10 nM de Dexametasona (todos 

los reactivos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich).   

 

 

2.5 Tinción con rojo de alizarina  
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Para confirmar la formación de depósitos de 

calcio las CTPDh fueron teñidas con rojo de 

alizarina S. Las CTPDh fueron fijadas durante 30 

min con formaldehido al 10%. Posteriormente se 

lavaron con PBS 1X y se tiñeron con una solución 

de 2 % de rojo de alizarina S (Sigma-Aldrich) 

durante 30 min a temperatura ambiente. Las 

células se lavaron con agua y se realizó un registro 

fotográfico mediante un microscopio invertido. 

Adicionalmente, se realizó el análisis de la 

deposición de calcio mediante microfotografías 

empleando el programa Image J.  

 

 

2.6 Análisis estadísticos 

Para evaluar las diferencias significativas entre 

datos de deposición de calcio, se realizó un 

análisis de varianza (ANOVA) utilizando 

graphpad y una prueba de Dunnet como un 

análisis post hoc.  

 

 

 

3. Resultados 

 

3.1 Cambios morfológicos de las células de 

pulpa dental humana en el medio de cultivo 

con FreeAdd 

En el medio de cultivo control (α-MEM o F10 con 

SFB), las CTPDh mostraron una morfología 

fusiforme característica de este linaje celular, con 

una disposición dispersa, alargada y sin cambios 

notables en la organización celular (Figura 1, 

microfotografías a, e, i, m y microfotografías c, g, 

k, o).  

 

Tras el reemplazo con el suplemento FreeAdd, se 

observó cambios en la morfología de las CTPDh, 

las cuales presentaron una morfología más 

aplanada y corta en comparación con las células 

control (Figura 1, microfotografías b, f, i, n y 

microfotografías d, h, l, p). Estos cambios fueron 

más notorios al día 6 de crecimiento celular 

cuando se tiñeron con cristal violeta, donde las 

CTPDh cultivadas en presencia de  SFB 

presentaron un crecimiento característico 

fusiforme con una confluencia optima en el 

crecimiento  (Figura 1, microfotografías m y o); 

sin embargo, las CTPDh cultivadas en presencia 

de FreeAdd presentaron una reducción en la 

elongación celular, adoptando una morfología 

poligonal o estrellada, además de una disminución 

en la confluencia celular (Figura 1, 

microfotografías n y p). 

 

3.2 Evaluación de la expresión de los genes 

marcadores de pluripotencia 

 

Con el objetivo de evaluar si el medio de cultivo 

suplementado con FreeAdd contribuye al 

mantenimiento del estado pluripotente de las 

CTPDh, se analizó la expresión de los genes 

SOX2, OCT4 y NANOG — factores de 

transcripción esenciales para la pluripotencia— 

mediante RT-PCR. Los resultados no mostraron 

diferencias en la intensidad de las bandas 

correspondientes a estos genes entre las 

condiciones de cultivo con SFB y aquellas con 

FreeAdd (Figura 2). Esto indica que la expresión 

de estos marcadores de pluripotencia se mantiene 

estable bajo ambas condiciones. Por lo tanto, el 

FreeAdd pudiera emplearse como un sustituto del 

SFB para el cultivo celular, aunque es necesario 

complementar estos resultados con análisis 

cuantitativos para confirmar su eficiencia. 
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Figura 1. Efecto de los medios de cultivo (α-MEM y F10) suplementados con SFB y/o FreeAdd sobre 

la morfología de las CTPDh durante 6 días de cultivo.  Los cambios en la morfología se señalan con 

recuadros con líneas punteadas. La barra de escala negra representa 300 µm, mientras que la barra de 

escala roja corresponde a 100 µm. Imágenes tomadas a 10X en un microscopio invertido. 
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Figura 2. Expresión de los genes SOX2, OCT4 y NANOG en CTPDh cultivadas en medios 

suplementados con SFB y/o FreeAdd. La imagen muestra la expresión de estos genes, amplificados 

mediante RT-PCR, en CTPDh después de 6 días de cultivo en los medios correspondientes. Imagen 

obtenida por un transiluminador de un gel de agarosa al 1.2%, teñido con Sybr Gold. 

 

 

3.3 Evaluación del potencial de diferenciación 

osteogénica en células tratadas con FreeAdd  

Al inicio de la inducción, las CTPDh en presencia 

de SFB mostraban una morfología fusiforme 

(Figura 3A, microfotografías a y e)., mientras que 

las tratadas con FreeAdd presentaban una forma 

más corta y aplanada (Figura 3A, 

microfotografías c y g). 

 

A los 14 días, la tinción con rojo de alizarina S 

indicó una mayor formación de depósitos de 

calcio en las células cultivadas con SFB (Figura 

3A microfotografías b y f). En contraste, las 

células tratadas con α-MEM + FreeAdd mostraron 

una diferenciación osteogénica reducida (Figura 

3A, microfotografía d), mientras que en las 

CTPDh cultivadas en F10+FreeAdd la 

diferenciación fue prácticamente nula (Figura 3A, 

microfotografía h).  Estos resultados se 

correlacionan con la cuantificación de los 

depósitos de calcio realizada mediante ImageJ, 

donde se observó aproximadamente un 35% de 

formación de depósitos de calcio en las CTPDh 

tratadas con SFB. En comparación, las células 

cultivadas con α-MEM+FreeAdd presentaron 

aproximadamente un 2% de formación de 

depósitos de calcio y aquellas cultivados en 

F10+FreeAdd apenas alcanzaron un 0.4% (Figura 

3B). 
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Figura 3. Evaluación de la diferenciación osteogénica de CTPDh cultivadas en medios con SFB y 

FreeAdd. (A) Microfotografías de las CTPDh al día 0 y 14 de diferenciación osteogénica. Las flechas 

indican áreas representativas donde se evidencia escasa o nula mineralización. Microfotografías tomadas 

a 10X; la barra de escala representa 300 µM. (B) Porcentaje de la deposición de calcio utilizando el 

software ImageJ. Los resultados representan la media ± error estándar (ES) para n=3. El análisis 

estadístico se llevó a cabo mediante un análisis de varianza (ANOVA), seguido de pruebas post hoc de 

Dunnet. *** diferencia significativa p≤0.05; ns: sin diferencia significativa.  

4. Discusión 

En este estudio, se evaluó el efecto del suplemento 

FreeAdd sobre la morfología y diferenciación 

osteogénica de las CTPDh. Los resultados 

obtenidos indicaron que el FreeAdd induce 

cambios en la morfología celular, las cuales  

 

 

 

adoptaron una forma más corta y aplanada en 

comparación con la morfología fusiforme  

 

observada en las células cultivadas en medios con 

SFB (Figura 1).  
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Hasta la fecha, no existen reportes específicos 

acerca efecto del FreeAdd sobre la morfología de 

las células troncales. Sin embargo, se ha reportado 

que el FreeAdd, proveen ventajas sobre el 

crecimiento de las células troncales al ser 

suplementos definidos y libres de componentes 

animales. Aunque, la información sobre la 

formulación de este compuesto por parte de las 

empresas es a menudo limitada y, por lo tanto, 

impide considerarlos completamente definidos, lo 

cual limita su reproducibilidad y puede presentar 

efectos en el crecimiento y morfología 

dependiente del linaje celular (van der Valk et al., 

2010). 

 

Estudios previos donde emplearon sustitutos de 

suero químicamente definidos como el 

isoMATRIX en células mesenquimales humanas 

mostraron una reducción en el tamaño celular, 

aunque con una tasa de proliferación mayor en 

comparación con aquellas cultivadas en SFB; sin 

embargo, los autores reportan que el uso de este 

compuesto aún debe ser optimizado (Thamm et 

al., 2022). Por otro lado, (Simões et al., 2013) 

observaron que las células del cordón umbilical 

humano cultivadas en el medio StemPRO® MSC 

SFM XenoFree no presentaron diferencias 

significativas en su crecimiento respecto a las 

cultivadas en SFB. A diferencia con estos reportes, 

el FreeAdd no promovió una morfología favorable 

ni mantuvo la forma fusiforme característica de las 

CTPDh. Esta diferencia podría atribuirse a que la 

respuesta morfológica a suplementos libres de 

SFB es altamente dependiente del tipo y linaje 

celular. Además, la falta de información precisa 

sobre la composición del FreeAdd dificulta 

conocer qué componentes podrían estar 

modulando negativamente la morfología. En este 

contexto, resulta fundamental evaluar si estos 

suplementos afectan el estado de pluripotencia de 

las células. Por lo tanto, en este trabajo se evaluó 

la expresión de los genes SOX2, OCT4 y NANOG, 

factores de transcripción fundamentales para el 

mantenimiento del estado pluripotente e 

indiferenciado de las células troncales (Foroutan 

and Foroutan, 2016; Liu et al., 2009; Yuan et al., 

2017). Estos genes forman una red de regulación 

genética que asegura la autorrenovación y 

previene la diferenciación prematura. Su alta 

expresión es indicativa de un fenotipo 

pluripotente, mientras que su disminución suele 

asociarse al inicio de programas de diferenciación 

(Li et al., 2021; Kashyap et al., 2009). 

De forma interesante, en este estudio no se 

detectaron diferencias significativas en la 

expresión de SOX2, OCT4 y NANOG entre los 

cultivos suplementados con FreeAdd y los 

tratados con SFB (Figura 2), lo que sugiere que 

FreeAdd no compromete la pluripotencia de las 

CTPDh.  Esta conservación del perfil de 

pluripotencia podría ser importante para 

aplicaciones donde se requiere mantener las 

células en un estado indiferenciado antes de 

inducir su diferenciación. 

 

En este contexto, surge la interrogante sobre cómo 

el suplemento FreeAdd influye en el proceso de 

diferenciación osteogénica de estas células, las 

cuales poseen una predisposición natural hacia la 

diferenciación osteogénica  (Mercado-Rubio et 

al., 2021). De manera interesante, las CTPDh 

precultivadas en FreeAdd demostraron una 

capacidad reducida para diferenciarse hacia el 

linaje osteogénico en comparación con aquellas 

cultivadas en medios suplementados con SFB 

(Figura 3A). Estos resultados sugieren que, 

aunque FreeAdd puede preservar la pluripotencia, 

su formulación actual podría requerir una 

optimización para favorecer eficazmente la 

diferenciación osteogénica. 

 

El efecto del FreeAdd en la morfología de las 

CTPDh pudiera estar asociada con una menor 

capacidad de diferenciación osteogénica, ya que 

se observó una menor formación de depósitos de 

calcio en los cultivos con FreeAdd en 

comparación con los que contenían SFB (Figura 

3B). Esto sugiere que este suplemento no es tan 

eficiente como el SFB para inducir la 

osteogénesis.  

 

Estos resultados son coherentes con estudios 

previos que señalan que la morfología celular 

puede ser un indicador temprano de la capacidad 
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de diferenciación, donde las células troncales que 

mantienen una forma más alargada tienden a 

diferenciarse más fácilmente hacia el linaje 

osteogénico (Matsuoka et al., 2013). Asimismo, se 

ha reportado que el uso de sustitutos comerciales 

o químicamente definidos del SFB, puede influir 

positivamente en la diferenciación adipogénica, 

favoreciendo la maduración de las células 

mesenquimales humanas (Lee et al., 2017; Panella 

et al., 2021). 

 

Por otro lado, alternativas al SFB, como el suero 

humano (huS) y el lisado de plaquetas (hPL), han 

demostrado mejorar significativamente el 

potencial de diferenciación osteogénica en 

fibroblastos humanos y células troncales 

derivadas de tejido adiposo, en comparación con 

cultivos en SFB (Witzeneder et al., 2013).  

 

De manera similar, se ha demostrado que el uso 

transitorio de suero humano promueve la 

diferenciación osteogénica de células 

mesenquimales humanas, e incrementa 

significativamente los niveles de los componentes 

osteogénicos, como la fosfatasa alcalina y la 25-

hidroxivitamina D (Popov et al., 2019). Lo que 

sugiere la importancia de investigar acerca de 

nuevas alternativas al SFB, incluyendo 

suplementos comerciales como FreeAdd y otras 

fuentes biológicas como el suero humano, plasma 

rico en plaquetas, extractos de plantas, entre otros. 

Estas alternativas pudieran mejorar la 

diferenciación osteogénica en las CT de origen 

dental y superar las limitaciones asociadas al uso 

del SFB. 

 

En conjunto, estos resultados sugieren que 

FreeAdd altera la morfología y la capacidad 

osteogénica de las CTPDh, pero no tiene un 

impacto negativo sobre la expresión de genes de 

pluripotencia. Sin embargo, será necesario realizar 

estudios adicionales para definir la mejor 

estrategia de implementación de FreeAdd en 

medios de cultivo y evaluar si ajustes en su 

formulación pueden mejorar su capacidad de 

inducir diferenciación osteogénica sin 

comprometer la morfología ni la viabilidad 

celular. 

5. Conclusión 

Este estudio demostró que el suplemento FreeAdd 

altera la morfología celular y disminuye la 

capacidad osteogénica de las CTPDh, sin afectar 

la expresión de genes de pluripotencia como 

SOX2, OCT4 y NANOG. Estos resultados sugieren 

que, si bien FreeAdd mantiene el estado 

indiferenciado de las células, su aplicación en 

protocolos de diferenciación osteogénica debe ser 

cuidadosamente ajustado. Además, se recomienda 

implementar estudios futuros para la optimización 

de su concentración y modo de aplicación en el 

medio de cultivo para mejorar su desempeño 

según el objetivo celular específico, ya sea 

promover la proliferación, preservar la 

pluripotencia o inducir la diferenciación celular.   
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