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Resumen

Objetivos: Establecer e implementar un protocolo simplificado de extraccidn, aislamiento primario
y cultivo de células madre derivadas de la pulpa dental humana (DPSCh). Analizar cuantitativamen-
te y cualitativamente las células aisladas.

Metodologia: 10 terceros molares sanos donados por pacientes que concurrieron a la Facultad de
Odontologfa, Universidad de la Republica y otorgaron su consentimiento escrito fueron procesados
antes de las 48 hs. Se realizé la fractura de la pieza para la obtencién del tejido pulpar y se procesé
por el método explante. Se analizd viabilidad celular y expresién de marcadores por citometria de
flujo en pasajes 4 y 12 y se corroboré mediante inmunocitoquimica.

Resultados: Las células obtenidas presentaron una vitalidad mayor al 90% en todos los pasajes, ob-
servdndose una morfologfa caracteristica y expresion de marcadores de células madre mesenquimales
CD90, C105, CD73, CD29 y 166 mediante citometria de flujo en ambos pasajes.

Conclusiones: Se logré establecer un protocolo de aislamiento y expansion celular, con alta tasa de
éxito de una poblacién de DPSCh.

Palabras clave: Células Madre Adultas, Pulpa Dental, Separacién Celular, Citometria de Flujo,
Células Madre Mesenquimatosas.
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Abstract

Objectives: To establish and implement a
simplified protocol for the extraction, pri-
mary isolation and culture of human dental
pulp stem cells (DPSCh). Analyze the isola-
ted cells quantitatively and qualitatively.
Methodology: 10 healthy third molars do-
nated by patients who attended the Faculty
of Dentistry, UdelaR and gave their written
consent, were processed before 48 hours.
The fracture of the piece was performed to
obtain the pulp tissue and it was processed
by the explant method. Cell viability and
marker expression were analyzed by flow
cytometry in passages 4 and 12 and confir-
med by immunocytochemistry.

Results: The cells obtained showed a vita-
lity greater than 90% in all the passages,
observing a characteristic morphology and
expression of mesenchymal stem cell mar-
kers CD90, C105, CD73, CD29 and 166
by flow cytometry in both passages.
Conclusions: It was possible to establish a
cell isolation protocol, with a high success
rate and safety to isolate DPSCh.

Key Words: Adult Stem Cells, Dental Pulp,
Cell Separation, Flow Cytometry, Mesen-
chymal Stem Cells.

Resumo

Objetivos: Estabelecer e implementar um
protocolo simplificado para a extragio, iso-
lamento primdrio e cultura de células-tron-
co da polpa dentdria humana (DPSCh).
Analise as células isoladas quantitativa e
qualitativamente.

Metodologia: 10 terceiros molares saudi-
veis doados por pacientes que frequentaram
a Faculdade de Odontologia UdelaR e de-
ram consentimento por escrito foram pro-
cessados antes de 48 horas. A fratura da peca
foi realizada para obtengao do tecido pulpar
e processada pelo método do explante. A
viabilidade celular e a expressao do marca-
dor foram analisadas por citometria de fluxo
nas passagens 4 ¢ 12 e confirmadas por in-
munocitoquimica.

Resultados: As células obtidas apresenta-
ram viabilidade superior a 90% em todas
as passagens, observando uma morfologia
caracteristica e expressao dos marcadores de
células-tronco mesenquimais CD90, C105,
CD73, CD29 e 166 por citometria de fluxo
em ambas as passagens.

Conclusdes: Foi possivel estabelecer um pro-
tocolo de isolamento celular, com alta taxa
de sucesso e seguranga para isolar o DPSCh.

Keywords: Adult Stem Cells, Dental Pulp,
Cell Separation, Flow Cytometry, Mesen-
chymal Stem Cells.

Palavras-chave: Células-Tronco Adultas,
Polpa Dentdria, Separagiao Celular, Cito-
metria de Fluxo, Células-Tronco Mesen-

quimais.

Introduccion

Las células madre o estromales son células in-
diferenciadas presentes en el organismo en las
etapas embrionarias, fetales y adultas. Estas cé-
lulas dardn lugar tras la diferenciacién a células
especificas que constituyen los tejidos y érganos
(-9 Segtin su origen pueden clasificarse en: cé-
lulas madre embrionarias, células madre fetales,
células madre adultas y células madre pluripo-

tentes inducidas (iPSCs- induced pluripotent
stem cells) @. Mientras que segin su potencial
de diferenciacién se pueden clasificar en: toti-
potentes, pluripotentes, multipotentes, oligo-
potentes y unipotentes .

Las caracteristicas que identifican a las células es-
tromales mesenquimales (MSC) son: adherencia
al pldstico en condiciones de cultivo estindar,

capacidad de autorrenovacién, potencia de dife-
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renciacion a linajes 6seo, condral y adiposo, y ex-
presién de marcadores de superficie, tales como
CD73, CD90 y CD105, ademads de la baja ex-
presion de MHC-1 y ser negativas para MHC-II,
CD11b, CD14, CD34, CD45 y CD31 6.

El concepto de “stem” o “célula madre” de la
poblacién de células identificadas por estas ca-
racteristicas ha sido cuestionado ampliamente,
aunque se reconoce que dentro de esta pobla-
cién existen una subpoblacién minoritaria con
propiedades de célula madre, por lo cual nos
referiremos a las mismas como MSC 79,

De este modo, las MSC se consideran candi-
datas prometedoras en el tratamiento de varias
enfermedades debido a su facilidad de disponi-
bilidad, capacidad de diferenciacién y funcién
inmunomoduladora 5919

Se han identificado y descrito diferentes “ni-
chos” de MSC adultas relacionadas con los 6r-
ganos dentarios. Estas células, dependiendo de
la zona en la cual se encuentren, adoptan dife-
rentes denominaciones y se nombran por su si-
gla en inglés. Hasta la fecha se han identificado:
células madre en la pulpa dentaria de las piezas
permanentes (Dental Pulp Stem Cells - DPSCh),
células madre de la pulpa dentaria de los dientes
temporarios (Stem cells from Human Exfoliated
Deciduous theeth - SHED), células madre del
ligamento periodontal (Periodontal Ligament
Stem Cells — PDLSC), células madre de la papila
apical (Stem Cells from Apical Papilla — SCAP) y
las células madre del foliculo o saco peridentario
(Dental Follicuar Stem Cells — DFSC) (1719,

Las DPSCh prometen ser una fuente de células
madre aplicables en medicina regenerativa, en
virtud que presentan su origen embrionario en
la cresta neural, lo cual les brinda caracteristicas
particulares en relacién con otras células madre
mesenquimdticas 1*'*??. En la actualidad se
reconoce en estas células un alto potencial pro-
liferativo y una gran plasticidad, lo que incen-
tiva su aislamiento y uso clinico "3**?%. Existen
diferentes estudios que prueban la capacidad
de diferenciarse en diversos linajes celulares:
fibrobldstico, dseo, adiposo, condral, nervioso,

(10,16-22) ' Tncluso se han

muscular y pancredtico
observado diferencias en su comportamiento
dependiendo del estado inflamatorio pulpar,
caracteristica que debe considerarse al momen-

to de su uso 29,

Si bien las DPSCh comenzaron a aislarse des-
de hace mds de 20 afios "%, en Uruguay no se
ha realizado este procedimiento. Debido a la
gran variabilidad de protocolos existentes 7,
el desafio que implica dicho procedimiento y
el escaso conocimiento en cultivos celulares
por parte de los Odontélogos en nuestro pais
se pretendi6é adecuar los protocolos existentes
a modo de establecer uno propio enfocado en
las caracteristicas de simplicidad, economia y
efectividad para comenzar esta linea de inves-
tigacion. Este estudio se desarrollé por prime-
ra vez en nuestro pais mediante un protocolo
simplificado de extraccién de la pulpa dental,
aislamiento primario, cultivo y expansién celu-
lar a partir de terceros molares sanos extraidos
por indicacién de ortodoncia. Nuestro objetivo
fue analizar cualitativa y cuantitativamente las
células obtenidas hasta pasaje 12.

La hipétesis nula de este trabajo fue la no obten-
cién de células madre de pulpa dental humana.

Material y métodos

A) Seleccién, obtencién y transporte de las
muestras dentales

Las muestras fueron obtenidas de pacientes
de ambos sexos que concurrieron a los servi-
cios asistenciales quirtrgicos de Facultad de
Odontologia — Universidad de la Republica,
a realizarse extraccién de terceros molares por
motivos ortodéncicos y que otorgaron consen-
timiento informado para donar dichas piezas.
Este estudio fue aceptado por el Comité de
Etica de la Facultad de Odontologia — UdelaR,
Expediente: 091900-000143-13

Se incluyeron en este estudio terceros molares
sanos, basando dicho diagnéstico en los criterios
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establecidos por el consenso de la Asociacién
Americana de Endodoncia ®, sin importar la
etapa de erupcién en la que se encontraran o la
etapa de desarrollo de su dpice, pero que hayan
mantenido su integridad luego de la extraccién.
La edad del paciente fue de entre 16 y 30 anos.
Cualquier tipo de lesidén cariosa, inflamacién
pulpar, infeccién relacionada o necesidad de
fractura para la extraccién determinaria la ex-
clusién de la pieza para este estudio.

Se emplearon terceros molares sanos con ex-
traccién indicada por motivos ortodéncicos de
10 pacientes.

Todas las extracciones fueron coordinadas y se
debié disponer durante la cirugfa de un frasco
refrigerado a 4°C con un preparado que llama-
mos medio de transporte, este consiste en una
mezcla de el medio de cultivo comercial Alfa
MEM (Capricorn Scientific, Alemania) suple-
mentado con una alta carga antibidtica, Peni-
cilina/Estreptomicina 100 U/ml (Capricorn
Scientific, Alemania). Este preparado tiene
la finalidad de proporcionarle nutrientes a las
células presentes en la pieza dentaria luego de
extraida y permitir su supervivencia hasta ser
procesadas en el laboratorio, mientras que la
alta carga antibiética inhibe el crecimiento bac-
teriano que puede haber sido acarreado durante
la extraccién desde la propia cavidad bucal.
Inmediatamente posterior a la extraccién las
piezas dentarias fueron colocadas en medio de
transporte y conservadas a 4°C. El transporte se
realizé6 manteniendo la cadena de frio y el proce-
samiento dentro de las 48 horas inmediatas a su
extraccién en el Laboratorio preclinico de Inge-
nierfa Tisular y Celular, del Instituto Nacional de
Donacién y Trasplante (LITYC — INDT).

Este procedimiento se realizé en dos etapas.
Inicialmente el preprocesamiento de las piezas
y luego la obtencién del tejido pulpar propia-
mente dicha.

B) Preprocesamiento de las piezas

Para este procedimiento se confeccioné una ca-
bina de acrilico donde se pueden introducir 4

manos y permite en un ambiente cerrado ini-
ciar el procesamiento de las piezas. Esto per-
mitié disminuir la contaminacién tanto de la
pieza como del ambiente.

Dentro de esta cabina acrilica, en primera ins-
tancia se removieron todos los restos de tejido
periodontal presentes sobre las piezas dentarias
con la ayuda de cureta de Gracey 14-15 (figura
1-a)., con la finalidad de evitar la contamina-
cién de la muestra con otras células que no fue-
ran las pretendidas. Luego se procedié al traza-
do de una linea de fractura, para ello se empled
una pieza de mano eléctrica y con disco de car-
borundum se trazé una ranura sobre el limite
amelo-cementario, tendiendo hacia el cemento.
En busqueda de evitar sobrecalentamiento (lo
cual serfa negativo para las células de interés)
se evit6 desgastar esmalte durante el trazado de
la ranura y se trabaj6 a 4 manos, manteniendo
una irrigacién constante con suero fisiolégico.
La ranura generada pretendié marcar una linea
de fractura, bajo ningtin concepto se expuso la
cdmara pulpar asegurando la esterilidad del te-
jido pulpar (imagen 1-b y c). Una vez realizado
este procedimiento se retornd la pieza al medio
de transporte para su traslado a la colecta pro-
piamente dicha.

C) Obtencién del tejido pulpar

Este proceso se realizé en cimara de flujo lami-
nar FORMA 1300 A2, Modelo 1386 (Thermo
Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados
Unidos). Previo al comienzo la cimara de flujo
laminar fue descontaminada con alcohol 70%
y esterilizada por luz UV durante 30 minutos.
Para realizar el procedimiento se trabajé a 4 ma-
nos, durante el procedimiento tanto operador
como asistente emplearon ropa estéril, sobre
tinica, gorro, guantes, tapabocas, lentes y za-
patones.

Para ingresar la pieza a la cdmara de flujo laminar
la misma fue descontaminada mediante una gasa
embebida en alcohol 70%. Una vez dentro, con
el auxilio de dos férceps n°101 se procedié a la
fractura controlada de la pieza. Con uno de ellos
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se tomo la corona y con el otro la raiz, una vez
seguros de la estabilidad de los férceps se reali-
zaron movimientos para la fractura combinando
movimientos de rotacién en sentido contrario de
ambas partes y movimientos de quiebre. De esta
manera se logré la separacién de la corona anaté-
mica de las raices (Figura 1-d).

Una vez expuesto el tejido pulpar se procedié a
su colecta con el auxilio de cucharas de dentina
pequenas y limas de endodoncia 15 y 25. Todo
el tejido obtenido se deposité sobre una placa
Petri de vidrio. Las pulpas obtenidas fueron la-
vadas con buffer de fosfato salino (PBS- GIB-
CO, Dinamarca).

D) Cultivo y expansién celular

El cultivo se realizé6 mediante el método de ex-
plante, el cual consiste en obtener fragmentos
(explantes) de tejido a partir del cual se pre-
tende la migracién de las células hacia el exte-
rior, por este motivo, el tejido pulpar se cortd
en bloques menores a Imm? con el auxilio de
dos mangos de bisturi con hojas nimero 15C,
creando de esa manera los explantes. Por otra

parte, se tomé una placa de 6 pozos (Greiner
CELLSTAR®, Sigma Aldrich, Missouri, Esta-
dos Unidos). Utilizando los mismos bisturies se
crearon 4 ranuras dibujando una cuadricula en
el piso de cada pozo, de este modo se ofrecen
retenciones macro mecdnicas para la fijacién de
los explantes. Se fij6 un explante por cada inter-
seccién de las ranuras (imagen 1-¢).

Una vez fijados los explantes se cargd cada pozo
de la placa de cultivos gentilmente, colocando
el liquido desde las paredes para no desplazar
los explantes. Se colocaron 3 ml. de medio de
cultivo clonogénico que fue preparado pre-
viamente con la siguiente composicién: Alfa
MEM (Capricorn Scientific, Alemania), Peni-
cilina/Estreptomicina 1% (Capricorn Scienti-
fic, Alemania), Suero Fetal Bovino 20% (Ca-
pricorn Scientific, Alemania) y conservado a
4°C, previo a su uso se colocé en bano a 37°C
para elevar la temperatura y evitar estrés térmi-
co al tejido pulpar. Finalmente, se coloc6 en
incubadora (FORMA 311, Thermo Scientific,
Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) a
37°Cy 5% de CO? en ambiente de humedad.

Fig 1: Paso a paso en el protocolo de obtencién y explante de DPSCh.

a) Limpieza de restos periodontales. b y c) desgaste para guia de fractura, sin exposicién pulpar. d)
fractura de la pieza utilizando férceps. €) explantes colocados en las ranuras realizadas para su fijacién

mecanica. f) colocacién de medio de cultivo.

Establecimiento e implementacion de un protocolo simplificado de expansion y cultivo de Células Madre de Pulpa Dental Humana (DPSCh) 5



Se realizaron cambios de medio de cultivo cada
3 dias. Para cada cambio se procedié a aspirar
gentilmente el medio de cultivo antiguo utili-
zando una micropipeta de 1000 pl (Finnpipet-
te F2, Thermo Scientific, EEUU), y luego se
agregé nuevamente 3 ml de medio de cultivo
clonogénico.

El explante se mantuvo en su posicién hasta con-
seguir la expansién celular deseada, 80% del pozo
de la placa de cultivo cubierto de células. En esta
instancia se procedi al primer pasaje y el explante
retirado. La expansion celular se produjo en un
periodo aproximado de 15 dias (Fig. 1f).

Para cada pasaje se procedié inicialmente a reti-
rar gentilmente el medio de cultivo antiguo, uti-
lizando una micropipeta de 1000 pl y el lavado
del pocillo con las células adheridas mediante el
agregado y retiro de 1 ml de PBS. Luego, para po-
der desadherir las células se colocé en cada pozo
1 ml de una preparacién comercial de Tripsina/
EDTA (TrypLE®, Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos) y se llevé a la
incubadora a 37°C por 5 minutos. Pasado este
periodo se retira de la incubadora y se neutraliza
la tripsina agregando en cada pozo 2ml de me-
dio de cultivo clonogénico. De esta manera se
obtiene en cada pozo una suspensién de células
que luego se pasaron a una botella de cultivos
t75 (Greiner, Sigma Aldrich, Missouri, Estados
Unidos), los explantes fueron descartados.
Siguiendo este mismo criterio de expansién ce-
lular (cambio de medio cada 3 dias hasta llegar
a 80% de confluencia y luego realizar el pasaje)
se realizaron 12 pasajes de manera consecutiva
a Y4 de la suspensién celular en cada pasaje. El
tiempo promedio para la confluencia en cada
pasaje fue de aproximadamente 7 dias.

F) Evaluacién de las células aisladas

Viabilidad y Morfologia celular por microsco-
pia 6ptica: se utilizé microscopio invertido con
contraste de fase (Nikon Ti-S, EEUU), con
fluorescencia (Nikon, Ti-FL G-2A verde 510-
560 nm, EEUU) y cdmara acoplada (Nikon,
DS-File-U2, EEUU).

La viabilidad celular fue evaluada de forma
cualitativa en los pasajes 1, 2, 4, 8 y 12 utili-
zando un indicador de viabilidad fluorescente
(Fluoroquench® One Lambda, Thermo Fisher,
EEUU) a un aumento de 5x. Para esto, una vez
realizado el procedimiento de pasaje, se coloca-
ron 40 pl de suspension celular en un pocillo de
placa de Terasaki (Greiner, Sigma Aldrich, Mis-
souri, Estados Unidos), a la cual se le agregaron
5 ul de solucién de Fluoroquench. Se la dejé re-
posar por 15 minutos a temperatura ambiente y
luego se observé en microscopio invertido con
fluorescencia, donde se observaron en verde las
células viables, y en rojo las células muertas.

La morfologfa celular fue evaluada cualitativa-
mente en los diferentes pasajes mediante con-
traste de fases a un aumento de 20x. El andlisis
de las imdgenes fue realizado con el software
NIS-Elements (Nikon, EEUU)
Caracterizacién por citometria de Flujo: En los
pasajes 4 y 12 se realizé la caracterizacién celu-
lar mediante citometria de flujo, con los marca-
dores CD29, CD73, CD90, CD105 y CD166
como marcadores positivos y CD34 y CD45
como marcadores negativos (BD Biosciences,
EEUU). Una vez alcanzada la confluencia ce-
lular del 80% en los pasajes 4 y 12, las DPSCh
fueron resuspendidas en buffer fosfato salino
(PBS) 1x. La suspensién de DPSCh se incubé
durante 30 min a temperatura ambiente y sin
luz con los anticuerpos monoclonales IgG puri-
ficados (especificados anteriormente) marcados
con isotiocianato de fluoresceina (FITC), fi-
coeritrina (PE) o complejo de clorofila-proteina
peridinin con cianina-5.5 (PerCP-Cy5.5). Lue-
go las células fueron lavadas con PBS 1x. Final-
mente, las células se analizaron con un citéme-
tro de flujo (FACSCalibur™, BD Biosciences,
EEUU).

Caracterizacion por Inmunocitoquimica: A
modo de doble control, al momento previo de
realizar la citometria del pasaje 4, una alicuota
de células fue sembrada sobre placas Millicell®
(Millicell EZ SLIDE, Millipore, EEUU) a una
concentracién de 3000 células por pozo. Las
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células fueron cultivadas por 7 dias, alcanzan-
do alta confluencia y las placas fueron fijadas
en formaldehido 10%. Para la caracterizacién
inmunohistoquimica se utilizaron marcadores
primarios CD90 y CD105 como positivos y
CD34 y CD45 como negativos (Dako®, Di-
namarca). Brevemente; la peroxidasa endégena
fue bloqueada utilizando peréxido de hidré-
geno 0,9%. Los anticuerpos primarios fueron
incubados por 45 minutos y lavados con PBS.
Luego las ldminas fueron incubadas con anti-
cuerpos anti-ratén/anti-conejo biotinilado y
un complejo de estreptavidina/peroxidasa por
30 minutos cada uno (LSAB p-labeled strepta-
vidin-biotin, Dako). Para visualizar la reaccién
un substrato de 3,30-diaminobenzidina-H20
fue utilizada (Dako®, Dinamarca). Finalmente,
las [dminas fueron contra tefidas con una solu-
cién de Hematoxilina de Mayer. Como control
negativo a la inmunocitoquimica, los anticuer-
pos primarios fueron sustituidos con PBS.

Como paso final, las células obtenidas fueron
congeladas para futuras investigaciones. Se pro-
cedi6 al proceso de congelamiento lento, para
ello, inicialmente se realizé la tripsinizacién de
las botellas de cultivo, la suspensién celular fue
colocada en tubos Falcon de 15ml y centrifuga-
da a temperatura ambiente 400G (SORVALL
ST-8R, Thermo Scientific, EEUU) durante 5
minutos, luego el sobrenadante fue descartado
y el pellet fue resuspendido en 1ml medio clo-
nogénico donde se procedié al conteo celular
mediante placa de Neubahuer, luego se realizé
la dilucién con medio clonogénico hasta ob-
tener una concentracién celular de 1x106 cel/
ml. La suspensién celular obtenida fue colocada
en criotubos de 2ml (Greiner, Sigma Aldrich,
Missouri, Estados Unidos), se cargé 1 ml en
cada criotubo y se adicioné un crioprotector
(DMSO, Sigma Aldrich, Missouri, Estados
Unidos) al 10%. Répidamente los criotubos
fueron colocados en un dispositivo de enfria-
miento controlado (Nalgene® Mr. Frosty, Sigma
Aldrich, Missouri, Estados Unidos) que contie-
ne alcohol isopropilico, directamente en un ul-

tra freezer a -80 °C (FORMA 89000, Thermo
Scientific, EEUU) para su criopreservacion.
Para futuros descongelamientos, se utilizard el
método de descongelamiento rdpido, donde los
crioviales serdn retirados del ultra freezer, y co-
locados directamente en un bafio a 37°C hasta
su pasaje a estado liquido. Inmediatamente se
colocard la suspensién celular en un tubo Fal-
con con 10ml de medio de cultivo a modo de
diluir el efecto del crioprotector. La nueva sus-
pensién celular serd centrifugada a 400G por 5
minutos, el sobrenadante se descartard y se re
suspenderdn las células en medio de cultivo clo-
nogénico. Finalmente se colocardn en botellas
de cultivo 25 para su expansion, registrando el
nimero de pasaje.

Anilisis estadistico: El anilisis de viabilidad,
morfologfa celular y la caracterizacién por in-
munocitoquimica fueron valorados cualitati-
vamente. Los resultados de citometria de flujo
fueron analizados mediante ANOVA de dos
vias considerando los factores: a) marcador uti-
lizado, b) pasaje analizado (4 o 12). Los datos
fueron sometidos previamente a test de norma-
lidad, y todo el andlisis se realizé6 con un nivel
de significancia de 0=0,05. Para este andlisis se
utilizé el software SigmaStat V3.5.

Resultados

Durante el periodo de explante, las primeras
células pudieron ser observadas migrando del
mismo a la semana del inicio del cultivo, obte-
niendo una confluencia del 80% en el pocillo a
los 15 dias. Luego, en cada pasaje, la confluen-
cia del 80% en cada botella se logré aproxima-
damente a los 7 dias en todas las muestras.
Viabilidad y morfologia celular: En todos los
pasajes se observé una alta viabilidad celular.
Las Figs. 2a y b muestran de forma representa-
tiva el estudio de fluorescencia. La morfologia
celular caracteristicas de células madre mesen-
quimales de pulpa dental puede ser observada
en las Figs. 2cy d.
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ay b) Imédgenes representativas de los ensayos de viabilidad celular por fluorescencia (verde vivo / rojo
muerto) aumento 40x. ¢ y d) Microfotografias representativas de la morfologia celular caracteristica de
las hDPSC aumento 200x y 400x respectivamente.

Citometria de flujo: los marcadores especificos
estudiados CD29, CD73, CD90, CD105 y
CD166 mostraron una elevada expresién, por
encima del 84% en todos los casos tanto en el
pasaje 4 como en el pasaje 12. Los marcado-
res hematopoyéticos CD34 y CD45 mostraron
una baja expresién, por debajo del 10% en am-
bos pasajes. El anilisis estadistico demostré que
al estudiar el factor tiempo, mds alld de que se
observa una tendencia a la disminucién en la

expresion en los marcadores especificos, no se
encontraron diferencias estadisticamente sig-
nificativas en la expresién de marcadores entre
pasaje 4 y 12 (p<0,05). Por su parte, al com-
parar los marcadores especificos entre si no se
encuentran diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre pasaje 4 y 12. Lo mismo sucedid
entre los marcadores hematopoyéticos. Los va-
lores de expresién en los diferentes marcadores
se encuentran representados en la Fig. 3.
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Fig. 3: Valores de expresién (%) de los marcadores celulares de las DPSCh

% de positividad en Citometria de Fluje

100,00
50,00
20,00
70,00
60,00
50,00
40,00
0,00
20,00

10,00 i i
0,00 M i

cnas 34 nza D166 coen 073 D105

 Pasaje d 1,82 7,76 99,72 3,11 47,05 59,83 24,91

 Pasaje 12 1,44 10,55 98,11 87,55 90,04 84,70 86,93

pvalor 0,024 0,537 0,687 0,250 0,207 0,351 0127

Se indica el p valor de la comparacién en cada marcador correspondiente a pasaje 4y 12.

Inmunocitoquimica: La inmunocitoquimica, marcadores CD34 y CD45, corroborando los
confirmé el perfil fenotipico de las DPSCh, mos-  resultados encontrados en la citometria de flujo.
trando positividad para los marcadores CD90 y  La Fig. 4 muestra la expresién de los marcadores
CD105, y mostrando ausencia de expresién para mediante inmunocitoquimica.

Fig. 4: Microfotografias representativas de los resultados obtenidos en la caracterizaciéon
inmunocitoquimica de cada marcador.

CD90 y CD105 muestran la pigmentacién caracteristica de la reaccién de oxidacién de la
diaminobencidina, la ausencia de estos pigmentos en los marcadores CD34 y CD45 confirma la ausencia
de expresiéon. Aumento 400x.

Establecimiento e implementacion de un protocolo simplificado de expansion y cultivo de Células Madre de Pulpa Dental Humana (DPSCh) 9



Discusion

Este trabajo buscé el establecimiento de un
protocolo simplificado de extraccidén, aisla-
miento primario y cultivo de Células Madre de
Pulpa Dental Humana, a partir de terceros mo-
lares sanos cuya extraccién estuviera indicada
por motivos ortodéncicos. Segun los resultados
obtenidos, podemos rechazar la hipétesis nula,
ya que fue posible obtener y caracterizar dichas
células.

El aislamiento de células a partir de piezas den-
tarias sanas con indicacién de extraccidn, que
son consideradas normalmente como material
biolégico de descarte, terceros molares, prime-
ros premolares y dientes supernumerarios gene-
ralmente extraidos por indicacién ortoddncica
@) resulta atractivo, ya que su obtencién requie-
re de una técnica escasamente invasiva para el
individuo (escasa morbilidad de la zona donan-
te), sumado al potencial uso aut6logo que con-
fiere inmunocompatibilidad @33V,

El tercer molar es el dltimo diente en desarro-
llarse; por lo cual en edades de entre 16 a 28
aflos se encuentra en una etapa temprana de
desarrollo. Los estudios han demostrado que
los terceros molares impactados extraidos no
cariados son capaces de producir una cantidad
6ptima de tejido de pulpa dental para el aisla-
miento de DPSCh ©¢32, De este modo, en esta
investigacion se utilizaron terceros molares, ya
que esta pieza es la Gltima en culminar su desa-
rrollo, lo que permite extraerla atin en etapas de
desarrollo incompleto, lo que le otorga mayor
capacidad de obtencién de volumen de tejido
pulpar, asi como la probabilidad de encontrar
células con mayor potencia ®2.

Se han podido aislar DPSC tanto de dientes sa-

nos como de dientes con pulpa inflamada ©33%.

Segtn lo demostrado por Inostroza y col *
las DPSC aisladas de la pulpa dental inflama-
da si bien mostraron caracteristicas tipicas de
las Células Madres, presentan una capacidad
inmunosupresora disminuida in vitro en com-
paracién con las derivadas de la pulpa dental

26)

sana. Mientras que Chen y col * demostraron

mayor potencial angiogénico en células prove-
nientes de pulpas inflamadas.

El interés por aislar estas células se basa en que
se ha demostrado que las DPSCh presentan
mayor plasticidad y potencial proliferativo que
las células del cordén umbilical, médula ésea y
sangre periférica @V. Las caracteristicas particu-
lares de las piezas dentarias, una cubierta mi-
neralizada, proporciona un ambiente protegido
de las influencias externas lo que le confiere a
las DPSCh cualidades, a pesar de ser adultas,
con algunas similitudes a las células embriona-
rias @V, La principal ventaja respecto a las célu-
las madre embrionarias es que las DPSCh no
generan controversias éticas en lo que respecta
a su uso. Actualmente se presenta la posibilidad
de inmortalizar esta linea celular lo que permi-
tird ampliar el campo de aplicacién 1.

La versatilidad de las DPSCh ha sido probada
en diferentes estudios in vivo en modelos ani-
males, dando resultados prometedores en el
tratamiento de infarto de miocardio, regenera-
cién de tejido nervioso, tratamiento de distrofia
muscular, isquemia cerebral, regeneracién de la
cdrnea, asi como capacidad angiogénica 1622,
En la literatura se presentan bdsicamente dos
métodos de obtencién de DPSCh, el método de
digestién enzimdtica (DE) de la pulpa dentaria
y el método de explante (EX). El método DE
permite obtener células rdpidamente, en unas
24 horas, aunque requiere reactivos especificos
(enzimas colagenasa y dispasa) y al liberar todas
las células dentro del tejido pulpar, resulta en
una poblacién mds heterogénea presentando
ademds de DPSCh, fibroblastos e incluso peri-
citos ¢>39. Por otro lado, el método EX se basa
en la migracién celular en cultivo fuera del te-
jido, requiere de unos 5 a 15 dias para observar
dicha migracién, resultando en un método mds
simple, econémico y que brinda una poblacién
celular mds homogénea ®>¥7?%9. Asimismo, al no
requerir el uso de enzimas, lo hace mds simple
y econémico para su potencial produccién para
uso clinico, ya que, si las requiriera, las enzimas
certificadas para uso clinico son de alto costo.
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Por lo expuesto anteriormente, el método de
explante fue el seleccionado para esta investi-
gacién. Un detalle metodoldgico por destacar
es la realizacién de ranuras de retencién en la
placa de cultivos (Imagen 1le), lo cual facilita
la adhesion del explante, ya que ante la falla de
adhesién inicial del explante, las células no mi-
grardn fuera de él y la muestra se pierde.

En este estudio se logré implementar una técni-
ca de extraccién de tejido pulpar que disminuye
los riesgos de necrosis y contaminacién gracias
al trabajo a 4 manos, irrigacién constante con
solucién estéril y exposicién del tejido pulpar
dentro de cdmara de flujo con la ayuda de dos
forceps de extraccién dentaria.

En cuanto a la morfologia, como puede ser ob-
servado en la Imagen 2, las DPSCh presentan
una morfologfa fibroblastoide caracteristica,
aunque tienden a mostrar mds de 2 ramificacio-
nes ©7%?). Por otro lado, estas imdgenes permi-
ten observar la homogeneidad celular, caracte-
ristica del método de explante.

El método de aislamiento propuesto fue efec-
tivo para dientes almacenados hasta por 48 hs
a 4°C en medio de transporte, presentdndose
como un panorama alentador ya que permite
una ventana de tiempo mds amplia para su pro-
cesado, asi como abre la posibilidad de la ins-
tauracién de un biobanco. Esto concuerda con
lo expuesto por Perry y col. “” donde se cons-
tat6 la posibilidad de obtener células viables in-
cluso hasta dentro de las 120 horas.

En cuanto a la viabilidad celular, como se ob-
serva en la Imagen 2 se obtuvo una alta tasa
de células vivas desde el pasaje 1 hasta el pasaje
12 inclusive. Estos datos corroboran la inves-
tigacién de Martin-Piedra y col. “V los cuales
observaron una alta viabilidad y tasa de prolife-
racién en DPSCh hasta el pasaje 11. Conside-
rando que llegar a pasaje 12, implica un tiempo
de cultivo prolongado, los autores consideran
que constatar que esta linea celular no sufre al-
teraciones notorias hasta estos pasajes es muy
relevante para futuras terapias regenerativas que
se quieran desarrollar.

Estos resultados pueden ser corroborados en
la literatura, donde diversos estudios han rela-
tado que en pasajes elevados (hasta pasaje 15),
las DPSCh mantienen su funcionalidad celular,
viabilidad, tiempo de duplicacién >34V, inclu-
so asegurando su correcta criopreservacion, sin
alteraciones significativas sobre su proliferacién
celular o capacidad de diferenciacién “?. Sin
embargo, aunque es conocido el efecto de pa-
sajes elevados en la expresién de marcadores es-
pecificos en otras lineas celulares *?, en DPSCh
esta informacién es escasa y poco estudiada “?.
En los resultados presentados en este trabajo, la
expresion de marcadores especificos y la nega-
tividad de marcadores hematopoyéticos encon-
trada se condice con los datos encontrados en la
literatura *¥%). En este sentido, esta investiga-
cién brinda informacién relevante, confirman-
do que inclusive hasta el pasaje 12 las DPSCh
expresan en la misma intensidad los marcado-
res especiﬁcos, sin aumentar signiﬁcativamente
la expresién de marcadores hematopoyéticos.
Estos resultados, no solo confirman la exitosa
obtencién de DPSCh en nuestro pais, sino que
respaldan la metodologia y procedimientos uti-
lizados, al lograr mantener la homogeneidad y
expresion de marcadores de potencialidad in-
clusive hasta el pasaje 12.

Segtin se plantea por Dominici et al 2006 “9,
los criterios para la caracterizacién de células
madre mesenquimales son: Morfologia de tipo
fibrobalstoide, adherencia al plastico, expresion
de marcadores de superficie CD73, CD90,
CD105, CD11b, CD19, CD34, CD45, y
HLA-DR, y diferenciacién a linaje osteogénico,
condrogénico y adipogénico. Una limitacién de
nuestro estudio fue la no inclusién de la eva-
luacién de tri diferenciacién, por lo que estos
resultados deben ser interpretados con cautela.
Futuros estudios que analicen la capacidad de
diferenciacién hacia diferentes linajes serdn ne-
cesarios para demostrar la funcionalidad celular.
De este modo, los resultados expuestos en este
trabajo brindan respaldo cientifico para futuras
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investigaciones en miras a las terapias regenera-
tivas mediante ingenierfa de tejidos.

Conclusiones

Fue posible establecer con éxito un protocolo
relativamente simple para la extraccién, aisla-
miento primario y cultivo de DPSCh, logrando
mantener la viabilidad, morfologia celular y ex-
presién de marcadores especificos de superficie
celular incluso hasta el pasaje 12.

Si bien no se realizé la tri diferenciacién para
completar la caracterizacidn de estas células, los
hallazgos son alentadores y futuros estudios de-
berdn comprobarse esta caracteristica.
Posteriores estudios deberdn realizarse enfoca-
dos en busca de la mejora de este procedimiento
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