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RESUMEN: Recientemente se ha descubierto que diversos tejidos dentales son fuente importante de Células Madre
Mesenquimales (CMM). En la cavidad oral podemos encontrar CMM en la pulpa, en el foliculo dental, papila y en la enoda entre ot
lugares. Varios estudios avalan el extenso potencial terapéutico de las CMM en terapias de regeneracion. El objetitadite este es
aislar, cultivar células madres mesenquimales de pulpa y foliculo dental humano, caracterizar su inmunofenotipo y sdepotencial
diferenciacion a linaje osteogénico, condrogénico y osteogénico. Se cultivaron células de pulpa y foliculo dental deotaresrde m
dientes permanentes jovenes humanos. Los cultivos de CMM fueron monitoreados por microscopia Optica, las células seemmunotipif
por citometria de flujo. Posteriormente se evalu6 su capacidad de diferenciaron a los tres linajes mencionados. Eniests condic
experimentales se comprobo que las células aisladas y cultivadas de pulpay foliculo dental correspondian a células quadedeaesen
humanas, siendo éstas ultimas mas faciles de obtener y proliferar. Las CMM de foliculo dental poseen mayor potenciarde grecimi
capacidad de diferenciacion en comparacion a las CMM de pulpa dental, probablemente debido a su estado evolutivo méas inmaduro.

PALABRAS CLAVE: Células madre mesenquimales; Pulpa y foliculo dental; Diferenciaciéon multilinaje; Potencial de
proliferacion.

INTRODUCCION

En ingenieria tisular, las células mas prometedoras, sadivos en el ultimo tiempo (Kenneth, 2012; Swetihl, 2012).
las células madres mesenquimales (CMM) adultas. Estas CMM utilidad radica tanto en su facil obtencién y extenso potencial
son indiferenciadas con capacidad de autorenovargerapéutico, que poseen gracias a su plasticidad. Esta ultima ca-
pluripotentes, presentan morfologia fibroblastoide y plasticiacteristica les permite formar células de linaje diferente a su
dad hacia diversos linajes celulares como condrocitoarjgen, (Yen & Yelick, 2011). Han podido ser aisladas, cultiva-
osteocitos y adipocitos entre otros. Estas células pueden d&s y caracterizadas de diversos tejidos, dentro de los cuales se
aisladas principalmente de médula dsea, cordon umbilicaingluyen tejidos bucodentarios (Friedlander, Mitrahal, 2010,
tejido adiposo. Se han hecho proliferar en cultivogtro, o  Thomson & Kahler, 2010,Yen & Yelick, 2011, Bansal, 2011).
que ha permitido estudiar algunas de sus propiedades funcio-
nales (Friedlander, 2009; Saber, 2009; Petrovic & Stefanovic, En la ultima década se han estudiado las células ma-
2009; Yen & Yelick, 2011). Aunque el tema en torno a su valres, sus nichos y sefiales especificas que modulan su poten-
riada utilizacion todavia mantiene algunas interrogantes, sial de diferenciacion (Rodriguez-Lozaet al., 2011,
estudio contempla uno de los campos de la investigacion mdisiadiset al, 2011).
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En la cavidad oral podemos encontrarlas en la pu&s indiferenciadas se especializan hacia subtipos especi-
pa, en el foliculo dental y en el tejido conectivo gingivdicos. Esta gatillado por sefiales tanto intracelulares como
entre otros (Cheet al, 2012). La pulpa posee célulasextracelulares (Howaret al, 2008; Saber).
mesenquimaticas indiferenciadas que derivan del
ectodermo de la cresta neural, constituyendo una verda- El objetivo de este estudio es aislar, cultivar célu-
dera reserva celular, poseen capacidad de diferencidesemadres mesenquimales de pulpa y foliculo dental hu-
en nuevos odontoblastos o fibroblastos segun el estimaiano, caracterizar su inmunofenotipo y su potencial de
que actue sobre ellas (Murrayal, 2008, Yen & Yelick, diferenciacion a linaje osteogénico, condrogénico y
2011, Suzuket al, 2011). adipogénico.

El foliculo dental es un tejido conectivo blando, de
origen mesenquimal, que rodea el 6rgano del esmalte WMATERIAL Y METODO
papila dental del germen dentario en desarrollo
(Rodriguez-Lozanet al; d'Aquino, 2011). Se forma du-
rante la etapa de copa (odontogénesis), a partir de #haificacion y cultivo de CMM adultas. En el Centro
poblacién de células progenitoras del ectomesénquima @leeSalud de la Facultad de Odontologia de la Universidad
derivan de las crestas neurales. Corresponde a una fueletéos Andes se recolectaron terceros molares impactados
rica en células madres mesenquimales que puede persis<aries de pacientes jévenes sanos sistémicamente, hom-
tir durante la vida adulta en caso de dientes impactado® o mujer (16-18 afios de edad). Para la extraccion, el
(terceros molares) y se suele extraer en conjunto con ésstro del paciente fue desinfectado con una solucién de
tas y ser descartado como desecho biolégico en la atelerhexidina al 0,2% y fue anestesiado con anestesia lo-
cién dental (Hondat al, 2010; d'Aquino; Angieret al, cal (Clorhidrato de lidocaina, Levoarterenolbitartrato) al
2012). Algunos de los usos de estas células han sido [2#a Los dientes extraidos fueron limpiados con una solu-
desarrollar modelos de regeneracion de tejido periodontadn de suero fisioldgico y posteriormente transportadas
in vivo. Por ejemplo Guet al. (2012), demostré en su al Laboratorio (CIBRO). La obtencién y la manipulacion
estudio que incluso en pasaje 30 estas células podiandselas muestras humanas se realiz6 bajo las consideracio-
utilizadas mezcladas con hueso bovino ceramico en mes exigidas por el Comité de Bioética de la Universidad
delo animal. de los Andes.

Existen criterios minimos para definir células ma- En los dientes impactados podemos encontrar dos
dres mesenquimales humanas, tanto para investigaciotegislos, pulpa y foliculo dental, los cuales fueron extrai-
cientificas basadas en experimentaaidritro, como para dos a través del apice con un extractor pulpar. Cada tejido
estudios pre-clinicos segun The International Society feure cuidadosamente extraido del diente y disgregado me-
Cellular Therapy position statement (Domimital, 2006, diante la utilizacion de hoja bisturPN5. Los explantes
Floreset al, 2006, Salinas & Anseth, 2009; Rodriguezfueron cultivados en placas de cultivo con un medio com-
Lozanoet al). Dentro de estos criterios podemos merpleto compuesto por a-MEM (Minimal Eagle Medium,
cionar: Invitrogen), 20% de suero fetal bovino (SFB), (HyClone,)

y 1% de Antibiético (Penicilina-Estreptomicina, PenStrep,
a) Adherencia al plastico en condiciones estandar de clulvitrogen). A los 10 dias se realizé el cambio de medio y
tivo. b) Morfologia celular fibroblastoide. c) Expresiorel explante fue eliminado.
de antigenos (marcadores) de superficie especificos, que
comprende que mas de un 95% de la poblacion celular A las 4 semanas de seguimiento de los cultivos de
exprese fenotipo positivo para CD73, CD90 y CD105 tgjido pulpar y de foliculo dental, se observaron las pri-
menos de un 3% de la poblacion exprese fenotipo negatieras células con fenotipo fibroblastoide adheridas al plas-
vo para CD34 (marcador de célula endotelial), CD4tico. Obtenidas las células, se resuspendieron en 3 ml de
(leucocitario), CD14 y CD11 (marcadores de macrofagosedio completo, se contaron en una camara de Neubauer
y monocitos), CD79 y CD19 (marcadores de células B)(INeubauer Improved Pright Line, 0,1 mm de profundi-
HLA-DR (clase Il). d) Capacidad multipotencial de difedad, 0,0025 mMmHBG) y se sembraron en flask de 25ml
renciacion hacia linaje osteogénico, condrogénico g una concentracion de 10.000 celg/cm
osteogénico, bajo condicionisvitro estandar y demos-
tradas con tincion especifica. Se cultivaron durante 3 semanas hasta alcanzar la
confluencia cercana al 80% y se tripsinizaron con 1 ml de
La diferenciacion es un proceso en donde las céllripsina (TrypeSelect, Invitrogen) durante 5 minutos a
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37°C, para posteriormente, lavar en solucion fosfatadabo de 4 semanas), se detuvo la diferenciacién y las cé-
tamponada PBS 1x (Hyclone) y centrifugar a 1.680 rptalas se tifieron con soluciéon Alizarin Red 40mM en
por 5 minutos a temperatura ambiente. De este modo KaH,PO, 0,1 M pH 4,3 (Sigma). Las células en las placas
CMM entran al pasaje 1. Se cultivaron hasta el pasajéueron lavadas 2 veces con 0,25 mFda PBS 1x y fija-
para la caracterizacion celular y realizacién de los engtas con 0,25 ml/chae etanol 70% (v/v) por 30 minutos a
yos funcionales. temperatura ambiente. Luego las células fueron lavadas 2
veces con PBS 1x, agregandoseles 0,25 rhtlerAlizarin
Caracterizacion de CMM derivadas de tejido pulpar Red 40 mM por 10 minutos a temperatura ambiente. Las
y foliculo dental. Para la caracterizacidn vitro se con- células fueron nuevamente lavadas 2 veces con PBS 1xy
sideraron los criterios publicados segun (Friedsteat., finalmente se lavaron 5 veces con agua bidestilada.
1987, Dominiciet al): adherencia al plastico, morfologia
fibroblastoide y diferenciacién a linaje condrogénicaoh. Diferenciacion Condrogénica:Se sembraron células
osteoclastogénico y adipogénico (Toka&ival, 2007). enunadensidad de 30.000 ceFemforma de microgota
Las diferenciaciones a multilinaje se realizaron segun pr placas de 4 pocillos, para lograr la formacion de
tocolos descritos en el Technical Manual, Stem Ceahicromasa, se incubaron por una horay media para luego
Technologies (2008), version 1.2.0. agregarles el medio de diferenciacion especifico con alfa-
MEM, SFB 10%, Penicilina y Estreptomicina (1%),
Inmunofenotipo de CMM. La inmunotipificacion de las Dexametasona (0,1 mM), Insulina (5 mg/ml), TGF- Beta
CMM en pasaje 4 fue realizada mediante citometria de(10 ng/ml), ascorbato-2-fosfato (50mg/ml). Estos dos
flujo utilizando anticuerpos conjugados comniltimos se agregaron dia por medio durante todo el pro-
fluoresceinisothiocyanate-(FITC), phycoerytrin-(PE) @eso de diferenciacion. A las 2 semanas se verificaron
peridinin chlorophyllprotein (PerCP): anti-CD34micromasas celulares y se detuvo la diferenciacién. Estas
(Beckmann Coulter), anti-CD45 (Beckmann Coulter¥ueron tefiidas mediante Safranina O, preparando una so-
anti-CD73 (BDPharmingen), anti-CD90 (BDPharmingenlucion de safranina O al 0,1% p/v. Las células fueron la-
y anti-CD105 (Caltag). La adquisicion y analisis de lagadas 1 vez con PBS 1x y luego fijadas con 0,15mi/ cm
muestras fue realizada utilizando un citémetro de flujde etanol al 70% v/v por 10 minutos. Se lavaron con PBS
marca Coulter Epics-XL (Coulter Corporation, Floridalx para luego agregar 0,15 milfde safranina por 5 mi-
USA). nutos a temperatura ambiente. Posteriormente fueron la-
vadas 5 veces con 0,15 mlAde etanol absoluto (100%)
Ensayos de DiferenciaciénLas CMM en pasaje 4y cony por 5 veces con agua bidestilada.
una confluencia del 80% fueron sembradas en 3 placas
diferentes, para la inducciéon hacia la diferenciacién Diferenciacién AdipogénicaSe sembraron células en
adipogénica, osteogénica y condrogénica y CMM sima densidad de 25.000 celfcien placas de 4 pocillos.
medios de induccion. Durante la diferenciacion se reafe incubaron en la estufa a 37°C con 5% d@@ante un
zaron cambios de medio fresco de induccion cada 4 did&. Al dia siguiente, se observaron las células al micros-
La duracién del proceso varid segin el linaje celular. $epio 6ptico. Al alcanzar el 100% de confluencia, se agre-
realizaron tinciones especificas indicadoras de la diferegd 500ul de medio de diferenciacién con: (alfa-MEM,
ciacién y se registraron fotos en microscopio 6ptico d@FB 10%, Penicilina y Estreptomicina (1%),
luz invertido con contraste de fase Olympus CKX41. Dexametasona (0,1 mM), Insulina (10 mg/ml),
Indometacina (0,02 mg/ml). A las 4 semanas las CMM
a. Diferenciacion OsteogénicaSe sembraron células enfueron lavadas con PBS 1x y se marcaron con una solu-
una densidad de 35.000celfcem placas de 4 pocillos. cién saturada de Oil Red en isopropanol 60% v/v por 1
Se incubaron en la estufa a 37°C con 5% ©Q@a la no- hora a temperatura ambiente. Las CMM se lavaron 2 ve-
che. Al dia siguiente, se observaron las células al micrags con PBS 1x.
copio optico. Al alcanzar el 100% de confluencia, se agre-
garon 50Qul de medio de diferenciacion con alfa-MEM,
SFB 10%, Penicilina y Estreptomicina (1%)RESULTADOS
dexametasona (0,1 mM), B-Glicerofosfato (10 mM),
ascorbato-2 fosfato (50mg/ml). Este ultimo se agregoé dia
por medio durante todo el proceso de diferenciacién. Seiltivo Celular. Una vez iniciado el cultivo del explante,
mantuvieron incubadas en estufa a 37°C con 5% de d@s células fueron observadas diariamente bajo
durante todo el proceso. Cuando se observaron camubhoigroscopia optica para evaluar morfologia fibroblastoide
de minerales y cristales birrefringentes al microscopio (aladherencia a la superficie plastica, segun los criterios
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Fig. 1. Cultivo celular. A: Células de pulpa dental, luego de 4 semanas de cultivo alcanzaron un 20% de confluencia.d Células
foliculo dental con una confluencia del 60%. Microscopia 6ptica, magnificacion 20X.

de la ISCT (Dominicet al,). A las 4 semanas de cultivote citometria de flujo, demostrando aproximadamente un
se observo la presencia de células madres mesenquim@@¥% de expresion positiva para los marcadores CD73,
con la morfologia mencionada y adherencia al plastic6D90, CD44 y CD105 y menos de un 3% de expresion
Las CMM de pulpa dental alcanzaron una confluencia gara los marcadores CD34, CD54, CD38 y CD45, res-
un 20% y las CMM de foliculo dental un 60%. Se depectivamente. Figs. 3A y 3B respectivamente.
muestra su capacidad de proliferaciéon en las figuras 1Ay
1B, respectivamente. En la figura 2 se observaron l&smisayos de DiferenciacionlLos ensayos de diferencia-
cultivos de CMM derivadas de la pulpay foliculo dentation muestran que las CMM de pulpa fueron capaces de
que alcanzaron una confluencia del 100%. diferenciarse a linaje osteogénico, condrogénico (Figs.
4A, 4B y 4C) y las CMM de foliculo dental hacia linaje
Caracterizacién Inmunofenotipica.Las CMM deriva- osteogénico, condrogénico y adipogénico (Figs. 5A, 5B
das de pulpa dental y foliculo fueron analizadas median5C).

Fig. 2. Proliferacion celular. A. CMM de la pulpa dental. B. CMM de foliculo dental. Ambos cultivos de CMM en pasajedndican
un 100% de confluencia. Microscopia Optica, magnificacion 10X.
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Fig. 3. Caracterizacion inmunofenotipica.
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DISCUSION

Las células madres constituyen una fuente celular Gtil Las colonias celulares derivadas del foliculo dental
en la generacion de tejidos durante el desarrollo y ademaigsentaron una mayor confluencia de aparicion en compa-
para la regeneracion de los tejidos que estan lesionadascion a las pulpares. Sin embargo, esto se puede deber a la
enfermos después del nacimiento. En los dltimos afios,camposicion diferente que presentan los tejidos. Mientras
investigacion con células madres ha crecido de manefae el foliculo corresponde a un tejido conectivo de carac-
exponencial, debido al reconocimiento de terapias basadedsticas laxas, la pulpa presenta un tejido conectivo de ca-
en células madres, que mejoran la vida de los pacientes cacteristicas mas fibrosas. Interesantemente, cuando ambos
condiciones que abarcan desde enfermedad de Alzheinzedfivos se realizaban bajos lasmas condiciones de tiem-
isquemia cardiaca, pérdida de hueso o dientes (Casagrapaleespacio, y medio de induccién, las CMM de foliculo den-
et al.,2011). La biologia de las células madre es un camfa presentaron un mayor potencial de diferenciacién en com-
importante para comprender la regeneracion tisular (Huampgyracion a las CMM de pulpa vitro. Esto tal vez se puede
2008; Huanget al.,2008). La utilidad de las células madreatribuir al estado de desarrollo de los distintos tejidos, el foli-
mesenquimales en aplicaciones clinicas depende de la@de dental estaria en un estado de desarrollo embrionario en
cesibilidad al tejido de origen, tasa de proliferacion y de somparacion al tejido pulpar. Es necesario destacar que en
potencial de diferenciacion (Casagraetial). El objetivo las condiciones de este experimento, las CMM de foliculo
de este estudio fue aislar, cultivar células madrakental lograron diferenciarse hacia adipocitos, mientras que
mesenquimales de pulpa y foliculo dental humano y cardas CMM de pulpa no lograron tener esa capacidad, indican-
terizar su inmunofenotipo y su potencial de diferenciaciéndo asi el mayor potentide diferenciacion que presentan
linaje osteogénico, condrogénico y adipogénico. Para logtas células de foliculo dental en comparacion a las de pulpa.
este objetivo, se definié el tipo de diente a utilizar, que en
este caso fueron terceros molares de pacientes jévenes entre Nuestra investigacion también demostro el potencial
16y 18 afios de edad. Para determinar la existencia de CM& CMM de pulpa y foliculo dental de formar depdsitos
derivadas del foliculo y pulpa dental humana se llevé a cabalcificadosn vitro. A pesar de que las CMM pulpares ha-
el cultivo de sus células a partir de un explante. yan formado nddulos calcificados y fallado en su capacidad

744



BRIZUELA C. C.; GALLEGUILLOS, G. S.; CARRION, A. F.; CABRERA, P. C.; LUZ, C. P. & INOSTROZA, S. C. Aislacién y caracterizacion de células madre mesenquimales provenientes
de pulpa y foliculo dentario humantt. J. Morphol., 31(2)739-746, 2013.

adipogénica, las CMM de foliculo dental presentaron un gran Aungue ambos tejidos se ubican en distintas zonas
potencial de diferenciacién hacia condrocitos, osteocitosayatémicas de la cavidad oral, las CMM de ambos com-
adipocitos. parten ciertas caracteristicas; presentaron marcaje o
inmunotipificacién positiva frente a anticuerpos CD44,
Estudios anteriores han observado el potenci@D105, CD73y CD90y negativo para CD34, CD45, CD54,
odontogénico de las CMM de pulpay de foliculo dental utademas, demostraron adherencia al plastico, capacidad
lizando diferentes métodos de cultivo (Buumhal.,1999; proliferativa en el tiempo y se diferenciaron hacia
Yao et al, 2008). Durante el desarrollo dentario, lacondrocitos y osteocitos frente a los mismos medios de
interaccién que ocurre entre las células epiteliales de la pdiferenciacion. Estos hallazgos son similares a los encon-
cion interna del 6rgano del esmalte y las célulasados por otros autores, que muestran que las células ma-
mesenquimales de la papila dental, da lugar a la diferenaities comparten un perfil de expresion similar de marcado-
cion de ameloblastos y odontoblastos. Una vez formada&s celulares, como el Stro-1, SH2 (CD105), SH4 (CD73),
estas células, los tejidos que sintetizan no se logran reno€ar90, CD146 y CD29 y comUnmente carecen de marca-
como lo hace el hueso, el cual lentamente se remodela dares celulares hematopoyéticos como el CD34 y CD45
rante la vida. Sin embargo, luego de la erupcion dentaria(Ehanget al.,2009).
dafio que sufre la dentina debido a factores quimicos, fisi-
€0s y mecanicos, induce la formacién de dentina reparativa,  La informacién de esta investigacion demuestra que
la cual se caracteriza por presentar una matriz dentindaa CMM de pulpa y foliculo dental presentan una gran
pobremente organizada, que permite la proteccion del 6rgapacidad proliferativa, poseen plasticidad, existen
no pulpar. Se ha pensado que las células se obtienen diadiéferenciadas y mantienen este fenotipo hasta que son
pulpa, y son ellas las que generan este tejido ya que finekpuestas a sefiales apropiadas, tienen la habilidad de
mente se terminan diferenciando a odontoblastos (Sinithautorenovarse por tiempos prolongados de tiempo (pasa-
al., 1995). El foliculo dental se diferencia hacia ligament@s). En consecuencia, existe un gran potencial para aislar
periodontal, debido a esto, podria ser el precursor de otf@8IM de pulpa y foliculo dental de un sélo diente que pu-
tipos celulares del periodonto, incluyendo osteoblastosdyeran ser utilizadas en medicina y odontologia
cementoblastos (Yaet al). Algunos estudios indican queregenerativa.
cierta parte de la poblacién celular del foliculo dental se
diferencia hacia cementoblasto. Sin embargo, no existeAGRADECIMIENTOS : Agradecemos a la Facultad de
certeza que estos cementoblastos provienen de las CMMontologia de la Universidad de los Andes por el apoyo y
del foliculo dental (Yaet al) financiamiento otorgado.

BRIZUELAC. C.; GALLEGUILLOS, G. S.; CARRION, A. F.; CABRERA, P. C.; LUZ, C. P. & INOSTROZA, S. C. Isolation
and characterization of mesenchymal stem cells from human dental pulp and fotlidleMorphol., 31(2)739-746, 2013.

SUMMARY: It was recently discovered that dental tissues are important sources of mesenchymal stem cells (MSCs). In the oral
cavity MSCs can be found in the pulp, dental follicle, apical papilla and gingival tissue, among others. Many studiesestiygrapeutic
potential of MSCs in regenerative therapies. The objective of this study was to isolate and culture mesenchymal stenhagisfrom
dental pulp and follicle, and to characterize theirimmunophenotype and differentiation potential to adipogenic, chonttepteiganic
lineages. Oral cavity stem cells were cultured from pulp and dental follicle of wisdom teeth from young permanent teetlyplificatioo
of MSCs was performed by flow cytometry and cultures were evaluated for their ability to differentiate into the threenieetgesd.
Our results corroborate that cultured oral MSC cells isolated from pulp and dental follicle were mesenchymal in origie, la¢tieg t
more easy to obtain. Dental follicle MSCs have greater growth potential and differentiation capacity compared to dent&gyulp MS
probably due to their more immature developmental state.

KEY WORDS: Mesenchymal stem cells; Dental pulp; Follicle; Multilineage differentiation; Proliferation potential.
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