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PREFACIO

A investigacao cientifica e o desenvolvimento tecnolégico tém permitido criar
solugdes para os mais diversos problemas societais. Contudo, os avangos cientificos e
tecnoldgicos nao se podem distanciar das abordagens de disseminacéao relevantes, que
permitam que o conhecimento seja disponibilizado de forma criteriosa e compreensivel a
comunidade académica, as empresas/industria e ao publico em geral.

O segundo volume da edicdo “Estudos em Biociéncias e Biotecnologia” é
composto por 12 capitulos que descrevem avancos significativos das ciéncias e
tecnologias bioldgicas aplicadas a diversas areas de investigagao, complementando
os trabalhos publicados no primeiro volume. Em particular, este volume, retne capitulos
relacionados com as ciéncias bioldgicas nas seguintes areas/topicos: biomédica
(capitulos 1 e 2); biologia funcional e biotecnologia de plantas (capitulos 3 a 6); producéo
e protecdo de alimentos (capitulos 7 a 9); ambiente e biorrecursos (capitulos 10 a 12).

O leitor deste volume beneficiara de um conjunto de informacéo inovadora que,
além de ser um excelente contributo cientifico, contribuiu para dar resposta a diversos
objetivos de desenvolvimento sustentavel estabelecidos pela Assembleia Geral das

Nacgdes Unidas.

Manuel Simoes
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RESUMEN: Las células troncales, madre o
células somaticas mesenquimales de pulpa
dental se clasifican dentro de las células
madre mesenquimales adultas, cuentan con
capacidad multipotente y son un blanco
de investigacion en el desarrollo de terapia
celular y medicina regenerativa. Su obtencion
no invasiva las promueve como candidatas
para la investigacion en futuras terapias. Los
procesos de aislamiento, cultivo, asi como
la caracterizacion requieren un andlisis que
ofrezca informacion sobre las poblaciones
celulares con las que se trabaja, es decir, que
estas cuenten con caracteristicas especificas
de células troncales. Para ello, la Sociedad
Internacional de Terapia Celular y Génica
propuso desde el 2006, que estas deberian
expresar al menos los marcadores CD73,
CD90 y CD105 en ausencia de antigenos
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hematopoyéticos como CD34, CD45, marcadores de monocitos, macrofagos y linfocitos
B, lo cual es importante para consolidar la identidad de células troncales mesenquimales.
Este analisis se puede realizar por medio del uso de anticuerpos dirigidos a estos
marcadores; la técnica mayormente utilizada es la citometria de flujo. En este trabajo se
establecieron métodos de obtencion del tejido pulpar, aislamiento, cultivo y caracterizacion
de células troncales provenientes de pulpa dental, asi como algunas perspectivas de
aplicacion. Estos métodos se llevaron a cabo en muestras de piezas dentales procedentes
de la poblacién nacional del estado de Jalisco.

PALABRAS CLAVE: Células madre. Pulpa dental. Regeneracion.

ISOLATION, CULTURE, AND CHARACTERIZATION OF DENTAL PULP STEM CELLS
FROM MEXICAN POPULATION: PERSPECTIVES IN CELL THERAPY DEVELOPMENT

ABSTRACT: Dental pulp stem cells are classified among adult mesenchymal stem cells,
they have multipotent capability, and they are a research target in the development of
cell therapy and regenerative medicine. Their non-invasive obtention promotes them as
candidates for research in future therapies. The isolation processes, culture, as well as
the characterization, require an analysis that offers information about the cells populations
with which one is working, i.e. that these have specific characteristics of stem cells, that is
why the International Society for Cell & Gene Therapy proposed since 2006, that they had
to express at least the markers CD73, CD90 and CD105 in the absence of hematopoietic
antigens such as CD34, CD45, monocytes, macrophages, and B lymphocytes markers,
all this is important to consolidate mesenchymal stem cells identity. This analysis can be
performed through the use of antibodies targeting these markers; the most widely used
technique is flow cytometry. In this work, methods for pulpal tissue obtention, isolation,
culture, and characterization of dental pulp-derived stem cells were established, as well
as some application prospects. These methods were carried out in tooth samples from
the national population of the state of Jalisco.

KEYWORDS: Stem cells. Dental pulp. Regeneration.

1 INTRODUCCION

Las células troncales de pulpa dental (DPSC, por sus siglas en inglés) se
encuentran dentro de la camara dental en un tejido suave que contiene células del tejido
conectivo, células mesenquimales indiferenciadas, fibras neurales, vasos sanguineos y
linfaticos; la pulpa dental se encuentra rodeada de dentina mineralizada. Las funciones
principales de la pulpa dental son la produccion de dentina y el mantenimiento de la
vitalidad de la dentina. Se clasifican dentro de las células madre ecto-mesenquimales y
se derivan de la cresta neural (Masthan et al., 2013; Yasui et al., 2017).

Las DPSCs tienen un alto potencial proliferativo, una extensa auto-renovacion
y un gran potencial para diferenciarse hacia linajes celulares como osteogénicos,

condrogénicos, adipogénicos y neurogénicos. Pueden obtenerse de piezas dentales
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permanentes, dientes primarios, caducifolios exfoliados y apicales, asi como de
supernumerarios de forma no invasiva aprovechando el érgano dentario, que es una pieza
de desecho (Fageeh, 2021).

Se ha comparado la multipotencia de las DPSC con la de las células madre de
médula 6sea, ya que estas fueron las primeras células troncales mesenquimales en
aislarse. Se ha demostrado que la proliferacion, la disponibilidad y el numero de células
DPSCs son mayores (Gong et al., 2022). Ademas, su aislamiento se favorece por su gran
capacidad de adherencia al plastico cuando son cultivadas, de manera que es posible
descartar diversas poblaciones celulares (Aljamie et al., 2016; Leadbeater et al., 2016).

Para verificar la identidad de las células aisladas, se realizan usualmente técnicas
de seleccion clonal, como la citometria de flujo, detectando poblaciones celulares en
funcion de los marcadores de superficie acoplados a fluorocromos (Bourin et al., 2013).
De acuerdo con la Sociedad Internacional de Terapia Celular y Génica, o ISCT, por sus
siglas en inglés (International Society for Cell & Gene Therapy), las células troncales
mesenquimales deben cumplir con caracteristicas especificas que garanticen la identidad
de las poblaciones obtenidas de cultivos primarios. Se busca la presencia de marcadores
como lo son CD44, CD73, CD90 y CD105; el conjunto de estos marcadores es una
caracteristica de células indiferenciadas, en donde se corrobora que aun representan un
tejido definido. Se espera que la poblacion de células troncales mesenquimales exprese
estos marcadores en un 95%, sin embargo, es necesario que las poblaciones sean
negativas para CD45, CD34, CD14, C11b, CD79 y CD19, los cuales son marcadores de
superficie caracteristicos de células de tipo hematopoyético, con lo que se corrobora la
pureza de las poblaciones celulares (Wright et al., 2021).

Las terapias con células madre se han convertido en métodos de tratamiento de
multiples enfermedades. Diversas investigaciones se han enfocado hacia la promocion de
terapia celular aplicada a padecimientos cronicos, entre los cuales se encuentran defectos
bucales y maxilofaciales, diabetes mellitus, enfermedades neurodegenerativas, entre
otras. En los ultimos anos, los estudios se han centrado en la aplicacion de células madre
eingenieria tisular para reparar y regenerar las estructuras corporales, disciplina conocida
como medicina regenerativa. Se ha planteado la hipdtesis de que las células troncales
podrian desempenar un papel clave, ya que pueden ser facilmente cultivadas e inducidas
a procesos de diferenciacion para formar diferentes tipos de células especializadas, y
con esto, llevar a cabo el objetivo de la ingenieria tisular, es decir, restaurar la vitalidad y la
funcion de tejido enfermo y traumatizado (Wright et al., 2021).

Las células madre de pulpa dental humana se han obtenido por métodos basados

en diversos experimentos e investigaciones, entre ellos encontramos el reportado por
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Raoof y colaboradores en el afio 2014, realizando el aislamiento y cultivo de las DPSCs
mediante disgregacion enzimatica del tejido. Ellos reportaron que estos cultivos crecieron
en medio esencial minimo (MEM) suplementado con 20% de suero bovino fetal (FBS) a
37°C con 5% de CO, y 90% de humedad (Mohammad El-Sayed Hassouna et al., 2018).

Por otra parte, Lin y colaboradores, en el mismo afno, reportaron otro método
de aislamiento en el que las células madre de la pulpa dental humana fueron extraidas
de piezas dentales, se congelaron y después se almacenaron a -196°C en tanque de
nitrégeno liquido durante 24 horas. Durante la congelacion, las células se suspendieron
en medio de cultivo que contenia 10% de dimetilsulféxido (DMSO). Los resultados
reportados sobre esta metodologia fueron que cuando el medio de congelacion no
contenia DMSO, las tasas de supervivencia de DPSCs aumentaban una vez que se
descongelaban y se cultivaban nuevamente. Dos anos atras, Gioventu y colaboradores
reportaron una metodologia en la que estudiaron cuatro dientes humanos, que
criopreservaron haciendo micro canales en el érgano dentario con la ayuda de rayo
laser para ser almacenados a -80°C. Este método ahorra tiempo en el aislamiento de
células madre de pulpa dental antes de la criopreservacion vy, por lo tanto, reduce los
costos iniciales y la carga de trabajo del procesado de las piezas dentales (Gioventu &
Andriolo, 2012; Wang et al., 2022).

En la actualidad se buscan métodos efectivos, econdmicos y rapidos para lograr
obtener células troncales mesenquimales de piezas dentales en areas como la pulpa

dentaria, para su uso tanto en investigacion como en la clinica.

2 MATERIALES Y METODOS
21 OBTENCION DE ORGANOS DENTARIOS

Las piezas dentales fueron obtenidas por donacion bajo consentimiento
informado de los pacientes del area de cirugia maxilofacial del OPD (Organismo publico
descentralizado), siguiendo todos los procedimientos éticos, Dr. Juan |. Menchaca,
realizando la extraccion de las piezas dentales por cirujanos del mismo departamento,
cuando por recomendacion médica asi se requeria. Al ser obtenidas fueron colocadas en
tubos coénicos de 15mL, los cuales contenian 3mL de medio RPMI-1640 adicionado con
5% de DMSO, 10% de albumina humana, 10% de SFB, 100U/mL de penicilina, 100mg/mL
de estreptomicina y 0.25mg/mL de anfotericina B. Las piezas fueron transportadas en
cadena fria en hieleras con geles refrigerantes, y en caso de ser necesario, se congelaron

a -80°C. En lo posible, se procesaron en las primeras 12 horas después de la extraccion.
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2.2 OBTENCION DE LAS CELULAS DE PULPA DENTAL

Para la estandarizacion de los procesos de obtencion de células troncales se
utilizaron 30 muestras. En campana de flujo laminar, se procedié a descontaminar las
piezas. Primeramente, se limpiaron con una gasa empapada con anfotericina-B 0.25mg/
mL, posteriormente se colocaron en lodopovidona 8%, PBS1x con 100U/100Mg/mL de
Penicilina/Estreptomicina y finalmente en clorhexidina al 0.12%.

Para la obtencion de las células del interior del érgano dentario, se probaron dos

metodologias:

1. Se perforaron los 6rganos dentarios desde la corona hasta llegar a la camara
pulpar utilizando una pieza de mano de uso odontolégico de alta velocidad.
Para hacer la apertura se perforo la corona del diente con una fresa nimero 8
de carburo, posteriormente se utilizé una fresa del nimero 2 de carburo para
establecer comunicacion con la camara pulpar y, por ultimo, se utilizé una
endo-Z para ampliar la cavidad con la finalidad de tener un mejor acceso a
la camara pulpar. En los casos donde se observaron apices inmaduros, estos
simplemente se retiraron con pinzas estériles.

2. Secorto el organo dentario a tercio cervical dividiendo coronayy raiz, utilizando
una pieza de mano de baja velocidad y un disco de diamante de doble vista con
mandril, irrigando con aguay jeringa la pieza para evitar el sobrecalentamiento
de la misma. Al llegar a la camara se retiro el tejido pulpar mecanicamente
con la ayuda de pinzas, cucharillas para dentina, asi como limas Hedstroem y
FlexoFile. Si se observaron restos de tejido, se realizaron lavados con DPBS o
con el medio de cultivo celular a-MEM para obtener la mayor cantidad de tejido.
Para separar tanto el tejido de los apices inmaduros, como la pulpa dental, el
tejido se fracciond con bisturi y se coloco en digestion agregando 1mL de
tripsina al 0.005%, la cual estaba diluida en DPBS. La solucion se coloco en
agitacion a 160 rpm a temperatura regulada de 37°C por 20 minutos, vortex 1
minuto, 20 minutos en agitacion a 220rpm y un minuto en vértex nuevamente.
Esta suspension fue centrifugada a 1500rpm por 5 minutos, se descarto el
sobrenadante y se resuspendio el botén celular en 5mL de medio a-MEM
adicionado con 10% de SFB, 2mM de L-glutamina, 10UM L-acido ascorbico
2-fosfato, 1% penicilina-estreptomicina 100U/100mg/mL y 0.25mg/mL de
anfotericina B. Esta suspension se coloco en botellas de cultivo de 25cm?
ventiladas y se observaron al microscopio invertido a las 24 horas posteriores

y diariamente para verificar que se encontrara libre de contaminacion, asi
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como para monitorear si ya se observaban células adheridas. El medio fue
reemplazado cada tercer dia. Aproximadamente entre los 7 y 15 dias se
comenzaron a ver las primeras células en crecimiento en cumulos o rosetas

con morfologia fibroblastica tipica.
Para el mantenimiento de los cultivos celulares se utilizo medio D "MEM
suplementado con 10% SBF y 200mM de L-glutamina. Cuando las células se expandieron,

se sometieron a criopreservacion.

2.3 CARACTERIZACION DEL FENOTIPO DE LAS CELULAS DE PULPA DENTAL
OBTENIDAS

Se realizé un analisis por citometria de flujo para identificar los siguientes
marcadores de membrana: CD73, CD90, CD105 y adicionalmente CD44 (Becton
Dickinson Human MSC analysis), asi como para confirmar la ausencia de marcadores de
tipo hematopoyéticos.

Las células se retiraron de la botella de cultivo con tripsina 0.005%, se contaron
en una camara de Neubauer y se colocaron 500,000 células en 300uL de PBS/BSA
01%, preparandose 9 microtubos con las mismas proporciones. Las células se fijaron con
paraformaldehido frio al 4% agitandose a 120rpm durante 20 minutos; se centrifugaron
a 1500 rpm durante 2 minutos, se retird el sobrenadante y se prosiguié con el marcaje
empleando los anticuerpos. Se colocaron 5 L de los anticuerpos individuales en cada
tubo correspondiente y se colocaron 10uL para los controles de isotipo, asi como para el
coctel positivo y negativo. Se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente, protegidos
de la luz y en agitacion constante a 90 rpm. Se realizd un lavado para retirar el exceso
de anticuerpos, agregandose 500uL de PBS/BSA 0.1% y se centrifugaron a 1500 rpm
durante 2 minutos. Se retird el sobrenadante y se resuspendieron en 300uL de PBS/BSA
01%. Finalmente, se procedio a hacer el analisis en el citdbmetro Accuri C6 BD.

2.4 POTENCIAL DE DIFERENCIACION MULTI-LINAJE DE LAS CELULAS DE LA
PULPA DENTAL

Se realiz6 el cultivo de las células de pulpa dental en placas de seis pozos,
colocandose un millon de células por cada uno. La diferenciacion hacia osteoblastos
(411D-250 Cell applications), adipocitos (811D-250 Cell applications) y condrocitos (411D-
250 Cell applications), se realizdé con medios formulados para dichos procesos; las células
se cultivaron con los respectivos medios de diferenciacion durante 24 dias.

Para la confirmaciéon de los tipos de células obtenidas después del proceso,

se trabajo con tinciones como lo marca la Sociedad Internacional de Terapia Celular y
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Génica para el aislamiento e identificacion de células troncales. Se realizd tincion con
rojo oleoso para identificar vacuolas lipidicas en las células diferenciadas hacia linaje
adipocitico, tincion con azul alciano para identificacion de fibras de colagena en las células
diferenciadas hacia linaje condrogénico y, finalmente, se realizo la tincion de Von Kossa

para evidenciar depdsitos de calcio en células diferenciadas hacia linaje osteogénico.

3 RESULTADOS Y DISCUSION
31 CRECIMIENTO CELULAR DE LOS CULTIVOS PRIMARIOS DE LA PULPA DENTAL

Las células aisladas de la pulpa dental de las piezas recolectadas muestran una
morfologia fibroblastoide alargada, ademas, son adherentes al plastico. La morfologia
de las células aisladas se aprecia similar a la morfologia descrita para células troncales
mesenguimales.

En la figura 1 se muestran fotografias representativas del crecimiento de las
células obtenidas en cultivo. Las primeras células en crecimiento se observaron entre los
7 y 15 dias después del cultivo de los explantes de la pulpa dental.

Figura 1. Fotografias representativas del cultivo primario de células de pulpa dental. A) Células en crecimiento con
ampliacion 10X. B) Células en cultivo primario con ampliacion de 40X.

Las colonias celulares en cultivo presentan una morfologia fibroblastoide tipica
de las células troncales y de las hDPSCs, y son evidentemente adherentes al plastico en
cultivo. Estas se empezaron a cultivar una vez estandarizado el método con las primeras
piezas pertenecientes a 30 pacientes, por lo tanto, a partir de la muestra 31 se comenzd
a tener cultivos en forma estandarizada, y se decidio llevar a cabo la metodologia dos,
es decir, cortar el érgano dentario separando la corona de la raiz, ya que se observo que
al acceder a la camara pulpar se generaba una menor cantidad de residuos de hueso y

dentina que al perforar la pieza. Otra ventaja por la que se decidio la segunda metodologia
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fue debido a que se tenia un mejor acceso al tejido pulpar, pues se logré un diametro
de abertura mayor de las piezas. Posteriormente, se conformo una reserva de células
que corresponde al cultivo de 30 pacientes, siendo equivalente a 59 cultivos, en donde
las edades de 16, 18, 19, 23 y 25 anos son las que presentaron mayor porcentaje de
crecimiento (Figura 2).

Figura 2. Numero de piezas procesadas de acuerdo a las edades de los individuos donantes. La tasa de proliferacion
celular mas alta corresponde a individuos de entre 16 a 25 afos.
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3.2 EXPRESION DE RECEPTORES ESPECIFICOS DE CELULAS TRONCALES

Se observo que las células de pulpa dental expresan los marcadores CD73,
CD90, CD44 y CD105 en proporciones adecuadas de acuerdo con la ISCT, esto es,
en un porcentaje de la poblacion mayor al 95%. Por otra parte, no se observaron
marcadores de tipo hematopoyéticos (CD34, CD45, CD56, CD14 y HLA), los cuales no
deben presentarse en mas del 2% de la poblacion celular. En la tabla 1 se resumen los
porcentajes de expresion de los marcadores de membrana caracteristicos de células
troncales mesenquimales encontrados; se muestran los resultados de tres muestras

representativas de los cultivos primarios de células aisladas de pulpa dental (n=30).

Tabla 1. Expresion de marcadores de membrana en las células aisladas de la pulpa dental.

Muestra Expresion de marcadores de membrana (% de expresion)
CD44 CD73 CD90 CD105 Marcadores
hematopoyéticos
1 98 984 92.7 994 0.6
99.2 96.0 80.9 96.4 04
3 997 93.6 94.4 971 01
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En la figura 3 se muestran los resultados del analisis por citometria de flujo, donde

se muestran las dobles tinciones para los marcadores CD90 vs CD44 y CD73 vs CD105.

Figura 3. Dot plot. Expresion de receptores especificos de células troncales mesenquimales (muestra
representativa). La poblacion celular que se agrupa en los cuadrantes superior derecho de cada grafico muestra
la poblacion positiva para los marcadores analizados, puesto que se muestran las dobles tinciones, evidenciando
positividad por arriba del 95% para los cuatro marcadores.
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Los diagramas de puntos muestran los porcentajes de la poblacion que expresan
marcadores especificos de células troncales. Las células positivas se ubican en el
cuadrante superior derecho, tal como se observa en estas muestras representativas. El
analisis para marcadores de tipo hematopoyético se muestra en la figura 4,5. Debido
a que la poblacion celular de estas muestras no expresa este tipo de marcadores, la
poblacion celular se concentra en el cuadrante inferior izquierdo.

Figura 4. Expresion de marcadores de tipo hematopoyético. Se muestra el andlisis de la poblacion celular en

graficos de puntos, donde se observan los cuatro canales de fluorescencia con los que se trabajaron respecto a la
longitud de excitacion de los fluorocromos acoplados al conjunto de marcadores hematopoyéticos.

"5 dO3-UL Q3-UR "3
5.0% 0.0%

s %

% S
~ = < %
) o

L ¢

Q3-LR
= [ 6% —
B e T
FL-1 FL-3

Estudos em Biociéncias e Biotecnologia: Desafios, Avangos e Possibilidades Il Capitulo 1 _



Figura 5. Histogramas. Expresion de receptores especificos de células troncales mesenquimales (muestra

representativa). La poblacién celular evidencia positividad por arriba del 95% para los marcadores.
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Las células aisladas no expresan marcadores de tipo hematopoyético, lo cual
es una caracteristica propia de las DPSC. Este grupo de marcadores corresponden a
CD34 (marcador de célula endotelial), CD45 (leucocitario), CD14 y CD11 (marcadores de
macrofagos y monocitos), CD79 y CD19 (marcadores de células B) y HLA-DL.

3.3 POTENCIAL DE DIFERENCIACION MULTI-LINAJE

Lascélulasaisladasdepulpadentalsesometieronaprocesosdemultidiferenciacion,
para corroborar su multipotencialidad, debiendo contar con la capacidad de diferenciarse
hacia células de distintos linajes. Ademas, se realizaron tinciones como lo marca la
Sociedad Internacional de Terapia Celular y Génica para el aislamiento e identificacion
de células troncales.

La tincion con azul alciano evidencia fibras de colagena en la matriz extracelular, lo
cual es muestra de la formacion de condroblastos. Por otra parte, la tincion con rojo oleoso
evidencia lipidos intracelulares aglomerados en vacuolas en el espacio citoplasmatico, lo
cual es caracteristico de los adipocitos. Finalmente, la tincion de Von Kossa evidencia
depositos de calcio intracelulares aglomerados en el espacio citoplasmatico, lo cual es
una caracteristica especifica de los osteoblastos. En la figura 6 se muestran fotografias
representativas de dichos procesos.

Figura 6. Tinciones de los distintos linajes celulares obtenidos a partir de DPSCs. A) Células condroblasticas tefidas
con azul alciano. B) Células adipociticas tefidas con rojo oleoso. C) Células osteoblasticas con tincion de Von Kossa.
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Se observan en la imagen A, condroblastos obtenidos, las fibras de colagena
caracteristicas de este linaje, las cuales se tifen de color azul celeste tal como se
observa en la fotografia. En la imagen B, se percibe un conjunto de adipocitos obtenidos
también a partir de DPSC, mostrandose en color rojo las vacuolas lipidicas en el espacio
citoplasmatico, las cuales son caracteristicas de este linaje. Se observa en la imagen C,
los osteoblastos obtenidos, la tincion de Von Kossd, apreciandose en color negro los
depositos de calcio que se encuentran en este tipo de células.

La capacidad de las células aisladas para formar estos tres linajes celulares
muestra que tienen el potencial para formar células distintas provenientes de las diferentes

capas germinales en el desarrollo.

4 CONCLUSIONES

El estudio de las DPSC abre camino en la investigacion en areas como
bioingenieria de tejidos y terapia celular en enfermedades cronico-degenerativas. El
crecimiento en estas areas médico-biotecnoldgicas podria poner al alcance de los
pacientes una cura efectiva y presentar avances significativos en la calidad de vida
de las personas. Es necesario desarrollar nuevas tecnologias que permitan avanzar en
nuevas terapias, con el fin de proporcionar alternativas de tratamientos actuales que
otorguen opciones funcionales de tratamientos.

En este estudio se observd que las muestras de la poblaciéon entre los 16 a los
25 afos, presentan indices mayores de proliferacion celular en cultivo que el resto de
las edades. Se ha sugerido que la tasa de renovacion de estas células aumenta en este
periodo de vida, en el cual, comienzan a emerger los terceros molares o tradicionalmente
llamados “muelas del juicio”, las cuales son extraidas ya sea por recomendacion médica
o0 por razones estéticas. Por tal motivo, pueden ser una fuente de células troncales
mesenquimales aprovechable y de obtencién no invasiva.

El potencial de las DPSC para diferenciarse hacia distintos linajes demuestra
que estas pueden formar diversos tipos celulares bajo estimulos especificos de factores
de transcripcion y moléculas. Se ha reportado que a partir de las DPSC se ha logrado
reparar tejido nervioso y retina (Leadbeater et al., 2016), obtener por diferenciacion
cardiomiocitos y la regeneracién dentaria debido a su gran potencial osteogénico (Guo
et al,, 2022), ademas, se han podido obtener células endocrinas pancreaticas (Jiang et
al., 2007), por lo que son candidatas en perspectivas de aplicacion en terapia celular
y medicina regenerativa en enfermedades crénico-degenerativas (como la diabetes
mellitus), reparacion de cartilago, terapia en enfermedad de Alzheimer al obtener células

de tipo neuronal, entre otras (Chen et al., 2016).
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Las técnicas de cultivo y aislamiento de DPSCs deben ser estudiadas con la
finalidad de ofrecer la obtencion de una cantidad eficiente de células indiferenciadas a
partir de la pulpa dental, utilizando medios de mantenimiento que disminuyan costos y
que permitan mantener el fenotipo de las células, tal es su estado indiferenciado. Por otra
parte, las técnicas de cultivo para acceder a la camara pulpar deben garantizar seguridad
e higiene, puesto que existe una gran cantidad de microorganismos bucales que son
potencialmente un riesgo de contaminacion en los cultivos celulares.

Por otro lado, es necesario contar con técnicas que permitan conocer el fenotipo
de las células que se cultivan. En este trabajo, a través de técnicas de citometria de flujo,
se caracterizaron las células obtenidas en cultivo mediante el andlisis de marcadores de
membrana tal como lo sugiere 1aISCT, ya que deben contar con caracteristicas especificas
que permitan conocer su identidad, puesto que existen poblaciones celulares en la
pulpa dental que morfolégicamente suelen confundirse con las células mesenquimales
indiferenciadas, tal como fibroblastos, células progenitoras neuronales, entre otras.

En nuestro pais es necesario el desarrollo de investigacion en areas como la terapia

celular, para ofrecer en un futuro nuevas terapias aplicadas a padecimientos crénicos.
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