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Objetivo: Las piezas dentarias son una fuente importante decélulas

RESUMEN

madres. Se pueden obtener de diferentes tejidos dentales (pulpa, saco,
ligamento periodontal). El objetivo de este trabajo fue comparar las
caracterfsticas fenotipicas y morfoldgicas de las células madre
mesenquimales aisladas de la pulpa dental y el saco dentalSe
obtuvieron tres muestras de tejido de pulpa y tres muestras de tejido de
saco de terceros molares indicados para exodoncia. Las células aisladas
se cultivaron en iguales condiciones y se caracterizaron mediante
microscopfa de contraste de fases, MET y citometria de flujo, utilizando
marcadores CD73, CD90 y CD105. Se observaron células fusiformes y
estrelladas con morfologfa similar a fibroblastos y disposicién paralela.
Células cuboidesfueron encontradas en los cultivos derivados de saco.
Resultados similares fueron obtenidos por citometria de flujo en ambas
poblaciones.Estos resultados preliminares confirman que las células
madre de ambos tejidos dentales tienen caracteristicas similares.

Palabras claves: células madre-cultivo- morfologia-fenotipo
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ABSTRACT

Dental pieces are animportantsourceofmesenchymalstemcells. They
can be obtainedfromdifferent dental tissues (pulp, sac, periodontal
ligament). Theaimofthisresearchwasto compare phenotypic and
morphologicalcharacteristicsofstemcellsisolatedfrom dental pulp and
dental sac. Threesamplesofpulptissue and threesamplesofsactissue
indicatedforexodontia.

were obtainedfromthirdmolars

Theisolatedcellswereculturedunderthesameconditions, and
characterizedbyphasecontrastmicroscopy, MET and  flowcytometry,
using CD73, CD 90 and CD105 markers.

fibroblast

Fusiform and

stellatecellswereobserved, — with likeshape  and

parallelarrangement. Cuboids likecellswerefound in sactissuederived
cultures.  Similar  resultswereobtainedby  Flow — cytometry in
bothpopulations.Thesepreliminaryresultsconfirmthatstemcellsfrombot
h dental tissueshave similar characteristics.

Keywords: stem-culture-morphology-phenotype cells



INTRODUCCION

Las células madre (CM) adultas han recibido gran atencién gracias a su
capacidad de diferenciarse a células de diferentes tejidos. En el adulto
pueden obtenerse casi de cualquier tejido. La principal funcién de las CM
adultas es mantener y reparar el tejido de origen, fundamentalmente el
tejido en que ellas residen. Las CM tienen la capacidad de renovar las
células después de un traumatismo, de una enfermedad o por
recambio fisiolégico. Una caracteristica destacable de estas células es su
plasticidad, pudiendo generar células especializadas de tejidos
diferentes al cual ellas residen y también tienen la capacidad de
diferenciarse funcionalmente a células especializadas de la misma capa
embrionaria o de capas embrionarias diferentes a las de su origen.
Respecto al tejido dentario, se han identificado poblaciones de CM
adultas derivadas de Pulpa, Ligamento Periodontal y Foliculo Dental.
Segln lo descripto por Gronthos(2000) la pulpa contiene células que
son clonogénicas, altamente proliferativas y capaces de regenerar tejido
mineralizado, propiedades que la definen como CM. Son células
pluripotentes, capaces de diferenciarse en varios tipos de células. El
objetivo de este trabajo fue comparar las caracterfsticas fenotipicas y
morfoldgicas de las células madre mesenguimales aisladas de la pulpa

dental y el saco dental.

MATERIALES Y METODOS

Los tejidos se extrajeron de terceros molares con indicacién de
exodoncia. Una vez extraida la pieza, se la lavé en solucion fisioldgica
estéril, se colocd en medio de cultivo para transporte y se trasladd
refrigerada  inmediatamente al laboratorio de procesamiento,
Laboratorio de Biologia Molecular y Biotecnologfa, ubicado dentro del
mismo edificio. Las muestras fueron inmediatamente procesadas. Se
obtuvieron 3 muestras de pulpay 3 muestras de saco correspondientes.
Cada pulpa y cada saco fueron procesados por separado, el tejido fue
disgregado fisicamente con bisturf. Los explantes disgregados se
cultivaron en placas de Petri de 9 cm2 en condiciones estandar de
cultivo, a 37°Cy 5% de C02. El medio fue renovado cada 5 dias hasta que
las células alcanzaron un 80% de confluencia. Se realizaron entre 2 y 4
pasajes utllizando tripsina para despegar las células. El andlisis
morfolégico fue efectuado mediante microscopio invertido con
contraste de fases, (Leica mod.DM IL LED) acoplado a un sistema de
registro fotograficos. Cuando los cultivos en pasaje 2 o pasaje 4
alcanzaron el estado de semiconfluencia, las células fueron
resuspendidas y caracterizadas por citometria de flujo (Citometer BD

FACSCalibur)para los marcadores CD73, CD0, CD105y CD146.

Figura 1
Caracterizacion morfologica de las
células cultivadas de pulpa dental.

RESULTADOS

En cultivo se observaron la formacién de numerosas colonias, de células
fusiformes y estrelladas, formando agregados en forma irradiada,
paralelas unas a otras (Fig.1 A). Las células cercanas a los agregados
mostraron cambios morfolégicos sugerentes de  diferenciacion,
mientras que en el resto del cultivo las células conservaron su morfologfa
fusiforme semejante a fibroblastos (Fig.1 B). Las células que se
obtuvieron de las digestiones pulpares después de 14 dias de cultivo
celular mostraron una morfologla de tipo fibroblastica, alargada y
aplanadas ubicadas en colonias clonogénicas, caracteristica esencial de
las células madre adultas(Figura 1 C)

La caracterizacién morfoldgica de las células mediante citometria de
flujo para los marcadores CD73, CD90, CD105 y CD146, tanto de los
cultivos de las células pulpares como de las células derivadas de saco,
presentaron resultados similares, todas positivas para los primeros 3
marcadores (figura 2), aunque todas las poblaciones mostraron

caracteristicas heterogéneas para CD146 (figura 3).
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Figura 2

Caracterizacion celular por citometria de flujo, positivas para CD 73,90 y 105

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo indican que las células derivadas de
explantes de pulpas dentales humanas y sus sacos correspondientes
contienen subpoblaciones, entre las cualesexisten células progenitoras
que expresan marcadoresque las identifican como células madre
adultas.Estas presentan una caracteristica esencial: son clonogénicas y
pueden ser consideradas pluripotentes, con capacidad de
diferenciacion hacia un fenotipo celular mineralizante.Son necesarios
mas estudios de investigacion para caracterizar el fenotipo diferenciado
con espedcial énfasis al fenotipo odontobléstico, parasu potencial

aplicacion en terapias de regeneracion dental.
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Figura 3

Caracterizacion celular por citometria de flujo.

Se evidencia heterogeneidad para CD 146.
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