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GLOSARIO DE TÉRMINOS 
Ag  Antígeno de superficie 

ADN  Acido desoxirribonucleico 

ASC Células madre antólogas 

ASCs  Células madres adultas 

BM  Médula ósea 

BMSSC  Células madre estromales de médula ósea 

CO2  Dióxido de carbono 

CFU  Unidades formadoras de colonias 

CFU-F Unidades formadoras de colonias fibroblastoides 

DPSCs  Células madres de la pulpa dental 

DMEM  Medio Eagle modificado Dulbecco 

DFPCs  Células progenitoras del folículo dental 

DPBS  Solución salina de fosfato tamponada de Dulbecco 

ESCs  Células madres embrionarias 

EDTA  Ácido etilendiaminotetraacético 

FBS  Suero bovino fetal 

HSCs  Células madre hematopoyéticas 

hTGSCs  Células mesenquimales del germen dental 

ISCT  Sociedad internacional para la terapia celular 

MSCs  Células madres mesenquimales 

Oil-Red Aceite rojo 

PDLSCs  Células madres del ligamento periodontal 

PBS  Solución salina de fosfato tamponada 

PSC Células madre postnatales 

SC Stem Cell (célula madre, célula troncal) 

SCAPs  Células madre de la papila apical 

SHED  Células madre de dientes deciduos exfoliados 

AMPc Adenosín monofosfato cíclico 

ECM  Matriz Extracelular 

CMM Células Madre Mesenquimales 

hMSC Células Madre Mesenquimales derivadas de médula ósea 
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RESUMEN 
La tendencia actual en la ingeniería de tejidos es el empleo de células madre 

mesenquimales (MSCs). Existe gran interés en el uso de células madre de tejidos 

bucales. Por ello, el propósito de este estudio fue realizar una revisión narrativa de 

la literatura científica disponible para la obtención de muestras, aislamiento y 

caracterización in vitro de células madre (SCs) derivadas  del folículo dental de 

dientes permanentes humanos en formación.  

Desde el descubrimiento de las células mesenquimales de médula ósea1, 

cordón umbilical y células embrionarias, se ha intensificado la búsqueda de diversas 

fuentes de células mesenquimales con ventajas sobre las 3 mencionadas 

anteriormente. Actualmente se encuentran en cavidad bucal alrededor de 10 

fuentes de células mesenquimales, las primeras en ser caracterizadas fueron de 

pulpa dental2.  El aislamiento y  la primera caracterización de las células precursoras 

(PCs) derivados del folículo dental humano de los terceros molares extraídos fue en 

el 2004 por  C. Morsczeck. Posteriormente, diversos estudios han demostrado su 

capacidad de diferenciación a diversos linajes como: osteogénico, adipogénico, 

condrogénico y neurogénico. 

Metodología: se aisló y cultivó folículo dental de terceros molares inmaduros 

humanos, de pacientes jóvenes menores a 20 años. Se utilizaron 2 diferentes 

técnicas de cultivo: por explante y por digestión enzimática. Para la obtención de 

una población homogénea de células mesenquimales se realizó purificación celular 

con anticuerpo CD44 mediante MACS (Magnetic Activated Cell Sorting), para 

determinar viabilidad y proliferación se realizaron ensayos como: Live & Dead, 

TUNEL, EDU Proliferation y CFU. Se demostró su capacidad de diferenciación 

manteniendo a las células en medio inductor adipogénico (insulina, 

isobuitlmetilxantina y dexametasona) más DMEM, durante 30 días. Posteriormente 

se realizó tinción con oil-red. 

Resultados: se logró cultivar células de folículo dental por medio de la técnica 

de digestión enzimática en un tiempo de dos semanas, se mostró un gran potencial 

de viabilidad y proliferación celular de DFPCs, obteniendo una población 
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homogénea de células mesenquimales utilizando MAC’s.  Su potencial de 

diferenciación a linaje adipogénico quedo demostrado mediante la tinción con oil-

red, previo a establecer las condiciones específicas de diferenciación. 

INTRODUCCIÓN 
Las células troncales o stem cell (SC por sus siglas en inglés) adultas, son 

células prometedoras en ingeniería tisular. Estas son diferenciadas con capacidad 

de autorenovarse, y pluripotenciales. Presentan morfología fibroblastoide y 

plasticidad hacia diversos linajes celulares como: osteogénico, dentinogénico, 

neurogénico, condrogénico, adipogénico y miogénico. Se han hecho proliferar en 

cultivos in vitro, lo que ha permitido estudiar algunas de sus propiedades 

funcionales3.  

Han sido aisladas, cultivadas y caracterizadas de diversos tejidos, dentro de 

los cuales se incluyen tejidos bucodentarios. En cavidad oral se encuentran en 

pulpa, folículo dental y en el tejido conectivo gingival, papila dental, ligamento 

periodontal, paladar entre otros. El presente trabajo pretende aislar, cultivar stem 

cells de folículo dental humano, caracterizar su inmunofenotipo y su potencial de 

diferenciación a linaje adipogénico, con la intención de responder y aportar 

información a la comunidad para posteriores investigaciones. 

JUSTIFICACIÓN  
Aplicación Clínica: Los adipocitos se pueden usar con una diversidad de 

materiales para formar una composición para propósitos tales como la cirugía de 

reconstrucción. Las células se pueden combinar con una biomatriz para formar un 

material bidimensional o tridimensional. Como alternativa las hMSC adipogénicas 

se podrían aislar del paciente y hacer crecer en un cultivo, para después ser 

mezcladas con un biomaterial compatible tal como colágeno, material de ácido 

poliláctico, etc; para formar un compuesto, por ejemplo se puede mezclar con 

colágeno solubilizado que después se permite gelificar para formar un compuesto 
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tridimensional que se podría usar para el aumento de pecho después de una 

mastectomía. 

Su uso en cirugía reconstructiva, las hMSC adipogénicas serán de elección 

en cirugía estética  opcional de una forma muy parecida; para aumentar el tejido 

subyacente debajo de la piel con un compuesto de células autólogas y material 

biocompatible. 

Por otra parte, el desequilibrio del metabolismo energético en el cuerpo 

conduce a varios estados de enfermedad, los más notables, obesidad y diabetes 

inducida por obesidad, y éstas se pueden describir como disfunciones de los tejidos 

de almacenamiento de energía4. El gen OB es una proteína de 16.000pm llamada 

leptina o proteína OB. La leptina solamente se produce por los adipocitos y es una 

hormona que regula el hipotálamo. Se ha informado de que la leptina puede servir 

como una hormona que regula la fertilidad, y que puede ser el vínculo entre el peso 

corporal apropiado y la fisiología reproductiva5. Las mujeres de peso insuficiente y 

las mujeres con sobrepeso tienen dificultades para concebir, y esto probablemente 

se asocia con el desequilibrio hormonal en el cuerpo de estos individuos. La 

conexión entre peso corporal, fertilidad y la leptina producida por los adipocitos se 

ha sospechado. Hasta el grado  de que las hMSC adipogénicas son una buena 

fuente de leptina, estas se pueden usar como un implante para la liberación de 

leptina al cuerpo de tales mujeres. Tal implante puede tomar la forma de hMSC 

adipogénicas encapsuladas o de una matriz que contiene hMSC adipogénicas que 

se pueden implantar donde los productos secretados tendrán acceso al sistema 

circulatorio. 

HIPÓTESIS 
Alterna: 

- Se obtendrán stem cells a partir de folículo dental, así como su 

diferenciación a linaje adipogénico. 

Nula: 
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- Se obtendrán células poco fiables de ser stem cells, no logrando su 

diferenciación adipogénica. 

OBJETIVOS 
Objetivos generales 

• Inducción a linaje Adipogénico de células troncales de folículo dental. 

Objetivos específicos  

 

• Obtención de folículo dental de pacientes jóvenes de 16 a 20 años. 

• Aislar y cultivar células heterogéneas de folículo dental. 

• Purificación por medio de MAC´S (inmunomarcaje). 

• Confirmar marcadores de membrana correspondientes a células 

mesenquimales de folículo dental. 

• Determinación de la Viabilidad celular de células de folículo dental por medio 

de la Prueba De Live/Dead. 

• Medición de la síntesis de ADN a través de la prueba EDU Proliferation. 

• Observación de Unidades Formadoras de Colonias (CFU)  por tinción de azul 

de toluidina. 

• Examinar el nivel de apoptosis celular a través de la prueba de Tunel. 

• Inducción estandarizada a linaje adipogénico. 

• Tinción de células adipogénicas por medio de oil-red. 
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1. MARCO TEÓRICO 

1.1 MEDICINA REGENERATIVA E INGENIERÍA DE TEJIDOS 
La medicina regenerativa es un campo amplio que incluye la ingeniería de 

tejidos, pero también incorpora la investigación sobre auto curación, donde el 

cuerpo usa sus propios sistemas, algunas veces con ayuda de material biológico 

extraño, para recrear células y reconstruir tejidos y órganos. Los términos 

“ingeniería de tejidos” y “medicina regenerativa” han llegado a ser intercambiables, 

ya que el campo intenta enfocarse en las curas en lugar de en los tratamientos para 

enfermedades complejas y a menudo crónicas. 

La ingeniería de tejidos es una ciencia multidisciplinaria que se ha 

desarrollado en paralelo con los avances biotecnológicos recientes; evolucionó del 

campo de desarrollo de biomateriales y se refiere a la práctica de combinar 

andamios, células y moléculas biológicamente activas para crear tejidos 

funcionales.  

El objetivo de la ingeniería de tejidos es recopilar ideas o teorías que 

restauren, mantengan o mejoren los tejidos dañados u órganos completos. Uno de 

los elementos clave para la ingeniería de tejidos son las células madre o stem cell1, 

generalmente se definen como células clonogénicas capaces de autorrenovarse2, 

es decir células no especializadas que se renuevan durante largos tiempos por 

división celular, y son capaces de diferenciarse en células específicas por medio de 

inducciones correspondientes; dichas células poseen una morfología fibroblástica y 

plástica3. 

La historia de las stem cells comenzó ya hace dos décadas durante las cuales 

se ha producido un cambio radical en el horizonte de la medicina. El reconocimiento 

de la existencia de varios tipos de linajes celulares provenientes del blastocisto y de 

la sangre periférica del adulto, junto con su capacidad de producir nuevos tejidos, 

inclusive de capas embrionarias diferentes, ha permitido diseñar nuevos 
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tratamientos antes considerados imposibles4. En 1961, se establece la existencia y 

las propiedades de las células madre para trasplantes de médula ósea de ratón. 

Este descubrimiento sentó las bases para todas las investigaciones actuales sobre 

las células troncales adultas y embrionarias5. Poco después se descubre que las 

células madre en la sangre del cordón umbilical humano son trasplantables. Si bien 

lo anterior representa un gran avance en el campo de la medicina utilizando las stem 

cells, su origen sea embrionario o de tejido fetal ha generado una gran controversia 

en el campo de lo Ético y lo legal6.  

Los progenitores mesenquimales son un grupo de células madre adulta que 

fueron caracterizadas por primera vez por 1Friedenstein, quien las aisló de médula 

ósea y las describió como células adherentes de morfología fibroblastoide, capaz 

de diferenciarse hacia células de origen mesodérmico como osteocitos, condrocitos 

y adipocitos7. Varios estudios han asignado a este grupo celular diversos nombres 

como: Células de Estroma Medular, Unidades Formadoras de Colonias 

Fibroblastoides, Precursores Estromales o Células Adultas Progenitoras 

Multipotentes 8. 

Gronthos y cols. aislaron  por primera vez las SC de origen dental  

provenientes de la pulpa (DPSC´s)9, en esta investigación demuestran que  dicho 

tejido  contiene células que son clonogénicas y altamente proliferativas.  Su utilidad 

radica tanto en su fácil obtención como en su extenso potencial terapéutico que 

poseen gracias a su plasticidad hacia diversos tejidos  tales como sistema nervioso 

central, el tejido óseo, el cartílago, el tejido adiposo y el hígado10, además de sus 

aplicaciones potenciales en el tratamiento de enfermedades sistémicas, por lo tanto 

hoy en día se consideran como una estrategia prometedora en ingeniería de tejidos, 

debido no solo a la ausencia de dilemas éticos al obtener el tejido de fuente de stem 

cells, si no esencialmente al fácil acceso quirúrgico durante la recolección de la 

muestra. 
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1.2. CLASIFICACIÓN DE STEM CELL 
Existen dos tipos de SC: Embrionarias (ESC) y Postnatales (PSC)11.  

1.2.1. SC EMBRIONARIAS (ESC): 

Son células que se obtienen a partir de tejidos embrionarios (cordón 

umbilical, placenta y feto). Estas células totipotenciales y pluripotentes poseen una 

capacidad ilimitada de renovación y diferenciación. Estas células fueron estudiadas 

inicialmente por Leroy Stevens y aunque la idea de utilizarlas apareció desde los 

70’s, estas nunca han sido vistas como ideales debido a que proviene de tumores y 

presentaban aneuploídias12. 

1.2.2.  SC POSTNATALES (PSC):  

También denominadas de adulto, son células que se obtienen a partir de 

tejidos formados y diferenciados (médula ósea, piel, músculo, tejido adiposo, 

mucosa, dientes, cerebro, pulmón, hígado, páncreas, etc.), estos puede ser 

donados por el paciente o modelo de estudio. La capacidad de auto renovación y 

diferenciación de estas células se ve reducido pero con gran potencialidad a 

múltiples estirpes celulares (multipotentes, oligopotentes o unipotentes). Estas 

células fueron llamadas células progenitoras multipotenciales adultas (MAPC, por 

sus siglas en inglés) por Jiang et al 13. 

1.2.3. SE CLASIFICAN SEGÚN SU POTENCIALIDAD14, 5. 

• Totipotentes: Aquellas capaces de originar un embrión y un individuo 

completo, diferenciándose hacia cualquier estirpe celular. (epiteliales, 

mesenquimales, musculares y neurales) 

• Pluripotentes: Capacidad de desarrollar la totalidad de los tejidos a 

excepción del tejido extraembrionario. 

• Multipotentes: Pueden originar un subconjunto muy diverso de tipos 

celulares. 

• Oligopotentes: Originan un subconjunto reducido de tipos celulares. 

• Unipotentes: Sólo son capaces de generar un único tipo celular. 
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1.3. SC O CÉLULAS TRONCALES Y LA ACTUALIDAD.  
Actualmente las células madre preconizan una revolución en todos los 

ámbitos de la medicina moderna. La identificación y caracterización de estas células 

es objeto de investigación intensa y amplia en múltiples centros y países y la 

cantidad de recursos destinados a ello son enormes. Todo este esfuerzo apunta a 

un objetivo relativamente simple: conseguir que estas células actúen como 

reparadoras de tejidos dañados o regeneradoras de funciones perdidas por 

enfermedad. A esto se le ha llamado en un sentido amplio medicina regenerativa y 

abarca conceptualmente desde usos actuales de las células madre en el tratamiento 

de enfermedades hematológicas a la mejoría de enfermedades comunes que 

constituyen causas más frecuentes de morbilidad y mortalidad. La expectativa que 

las terapias basadas en células madre puedan ofrecer en el futuro es también muy 

alta entre la comunidad científica, los medios de comunicación y el público en 

general. Esta expectativa está alimentada por reportes de experiencias anecdóticas 

de equipos técnicos que pintan como realidad algo que todavía está en un futuro 

más o menos distante. Afortunadamente esto no ha impedido la labor perseverante 

y callada de múltiples grupos científicos que han conseguido avances significativos 

en las últimas décadas. Hasta la fecha y con la excepción del uso en trasplante 

hematopoyético, la mayor evidencia de las propiedades y posibles aplicaciones de 

células madre proviene de estudios en animales de laboratorio15. 

1.4 APLICACIONES EN ODONTOLOGÍA 
Las aplicaciones de las células madre en el campo odontológico se 

encuentran en una fase de estudio prometedora, la Ingeniería tisular, una nueva 

disciplina, puede presentar nuevas opciones de tratamiento para reemplazar la 

pérdida parcial o total de un diente dañado16. Estas prometedoras posibilidades han 

focalizado la investigación dental en este campo, augurando ser la delantera de la 

nueva generación de tratamientos dentales ante daños de dichos tejidos (esmalte, 

pulpa, dentina), pudiendo reconstruir defectos dentoalveolares óseos, y 

eventualmente reemplazar un diente completo17.  
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La formación de nuevos tejidos requiere la participación de 3 componentes 

esenciales: 1.- población de stem cells pluripotentes, 2.- la presencia de moléculas 

de señales que induzcan la morfogénesis y 3.- la matriz extracelular o andamios, 

necesarios para vehiculizar las stem cells al lugar de la regeneración tisular, 

retenerlas en el espacio, determinar la morfología y permitir la llegada de oxígeno y 

nutrientes al nuevo tejido en formación. 

Actualmente, se podría concretar el papel de las células madre en  

Odontología en diferentes campos:  

• Periodoncia regenerativa: la periodontitis es una enfermedad 

inflamatoria crónica del periodonto, que puede producir una destrucción de 

los tejidos y pérdida de unión entre el diente y los tejidos de soporte18. En 

un intento de paliar la destrucción tisular se han utilizado injertos óseos, 

factores de crecimiento y membranas de barrera19. Una alternativa que 

nos brinda la ingeniería tisular es la posibilidad de regenerar el periodonto 

y la funcionalidad de todos sus tejidos, utilizando el tratamiento celular  con 

stem cells de origen dental, administrada en andamios y proteínas 

morfogenas adecuadas. Se planteo la posibilidad de usar MSCs dentales, 

que tienen la ventaja de regenerar periodonto completo, y la facilidad de 

su obtención en la clínica dental, sin requerir una técnica invasiva20.  

Uno de los grandes problemas ha sido la falta del ligamento periodontal. 

Un artículo más reciente nos muestra el trasplante de un germen dentario 

(diente en desarrollo), se extrajo el diente, se esperó 4 a 6 días, este 

órgano dental se insertó en un mecanismo de control de tamaño para 

después ser trasplantado. El germen almacenó tejido duro (esmalte), logró 

la extensión de la raíz y finalmente la función masticatoria21. 

• Cirugía (implantología): La pérdida de uno o varios dientes requiere 

tratamiento con prótesis parciales o implantes. Sin embargo la 

osteointegración representa una conexión directa entre implante y tejido 

óseo, faltando el tejido periodontal y cemento que forma parte de la 
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estructura de un diente natural 22 .  La capacidad de diferenciación 

multipotencial de PDLSCs para regenerar tejido blando y duro cuando se 

emplean andamnios de ácido poliglicoico, demuestran cuando se insertan 

en la superficie de las raíces dentales de la regeneración de tejido óseo, 

cemento y fibras de colágeno bien orientadas.  El uso combinado de MSCs 

transplantadas de origen dental, a las que se añade moléculas de 

señalización pueden acelerar la diferenciación de MSCs in vivo logrando 

una nueva regeneración de tejido periodontal. El último objetivo en 

ingeniería tisular odontológica es encontrar un método biológico que 

reemplace la pérdida del diente. Un implante basado en células y no en 

metal. Para que el diente formado sea funcional, necesita raíces, 

ligamento periodontal, nervios y vasos sanguíneos23. 

• Endodoncia Regenerativa: la pulpa dental es un tejido mesenquimal 

altamente especializado con capacidad de regeneración limitada. Si se 

produce una pulpitis, el tratamiento necesario es una endodoncia, todo ello 

implica una pérdida significativa de dentina, dejando un diente débil y 

desvitalizado para el resto de la vida, alcanza especial importancia cuando 

se produce trauma dental en paciente jóvenes con dientes inmaduros24. 

En la actualidad se intenta minimizar las consecuencias negativas ed la 

endodoncia, desarrollándose nuevas estrategias e tratamiento 

endodóntico, sustituyéndolo por la endodoncia regenerativa, campo 

emergente de la ingeniería tisular que ofrece resultados comprometedores 

y tiene como objetivo regenerar la pulpa dental25. 

La ingeniería del tejido pulpar es un campo que está en continua expansión 

y  que tiene como objetivo el reemplazo de una pulpa inflamada o necrótica 

por una pulpa sana y un tejido funcionalmente competente, capaz de 

formar nueva dentina. La capacidad de las células madre diferenciadas 

para generar complejos dentinopulpares y complejos cemento-ligamento 

periodontal sugiere el posible potencial de éstas en procesos de 
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apicogénesis y tratamientos de apicoformación, que básicamente 

consisten en formar y cerrar el extremo final de la raíz del diente26 

• Regeneración dental: el tratamiento restaurador tradicional 

ante la pérdida dental en un diente sintético tal como se realiza en la 

práctica clínica actual, puede tener una alternativa en un futuro con la 

regeneración de un diente mediante ingeniería tisular y su implante 

posterior en mandíbula. El diente puede regenerarse de dos maneras, la 

primera; mediante técnicas de ingeniería tisular convencional consistentes 

en implantar in vitro, cultivando y expandiendo varias poblaciones  de stem 

cells dentales, transportadas en andamios de polímeros27. La segunda; 

implantando en mandíbula poblaciones de stem cells expandidas in vitro y 

transportadas en andamios de polímeros con la forma y tamaño de la 

porosidad adecuado para el diente que queremos regenerar. Se 

desconoce la respuesta inmune que puede producirse al impplante dental 

biológico, por lo que el tratamiento ideal del reemplazamiento con diente 

formado con bioingeniería debe ser autólogo, evitando el riesgo potencial 

de respuesta inmunológica y rechazo consecuente28. 

Aunque ya existen una serie de investigaciones, que pretenden ir más allá 

hasta llegar a la regeneración completa de dientes (logrando que sean funcionales), 

aún falta un poco para que estas tecnologías lleguen de lo experimental a lo clínico, 

lo que sí es seguro, es que conforme pase el tiempo, los bancos de órganos 

dentarios, así como las regeneraciones por medio de células madre, marcarán la 

diferencia en la salud bucal en un futuro, ya que se podrá lograr formar un diente e 

implantarlo en cualquier momento de su formación, para que erupcione en boca y 

se logre su función29. 

La ingeniería tisular, específicamente en la odontología, se ha dado a 

conocer más durante los últimos años, sin embargo, se han realizado numerosas 

investigaciones y experimentos donde aún existen muchas dudas para su uso 

clínico, pero lo que sí está claro, es que esto será el futuro de la rehabilitación bucal 

en poco tiempo para finalmente poder lograr la regeneración de dientes completos. 
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Todas las técnicas regenerativas que podrían emplearse actualmente en la 

odontología presentan muchas ventajas y desventajas por lo que debe seguir 

trabajándose en su desarrollo para ser utilizadas adecuadamente. Por lo tanto, es 

prudente que continúen las investigaciones en este campo, con el fin de que este 

conocimiento pase del laboratorio a la práctica clínica permitiéndole al paciente 

mejorar la calidad de vida a través de terapias regenerativas de vanguardia30. 

1.5. CRITERIOS MÍNIMOS PARA DEFINIR STEM CELLS 
Existen criterios mínimos para definir stem cell humanas, tanto para 

investigaciones científicas basadas en experimentación in vitro, como para estudios 

pre-clínicos según The International Society for Cellular Teraphy position statemen 

(ISCT) Dominicci et al, 200631, Flores et al, 2006, Salinas y Anseth, 2009, Rodríguez 

Lozano et al. Dentro de estos criterios se mencionan: 

a) Adherencia al plástico en condiciones estándar de cultivo 

b) Morfología celular fibroblastoide. 

c) Expresión de antígenos de superficie específicos, 95% de la población 

celular exprese fenotipo positivo para CD73+, CD90+ y CD105+, en células 

mesenquimales de origen dental CD44+ y STRO-1+ y CD34-, CD45-. 

d) Capacidad multipotencial de diferenciación a diferentes linajes, bajo 

condiciones estándar in vitro. 

1.6. CLASIFICACIÓN DE SC DE ORIGEN BUCODENTAL 
Existen diversos tipos de células madre de origen bucodental: 

En los tejidos bucodentales, se obtienen SC con una capacidad de 

diferenciación multipotente,  a partir de las siguientes estructuras21: 

• DPSC (Dental Pulp Stem Cells): Células troncales de la pulpa dental. 

Fueron las primeras células madre dentarias que se aislaron32. Por analogía con 

las células madre de la médula, se consideró que había una comunidad de 

células multipotenciales en el tejido pulpar. Las células madre de la pulpa dental 

(DPSCs) han demostrado que el acceso al lugar donde se encuentran estas 
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células es fácil y de escasa morbilidad, su extracción es altamente eficiente, 

tienen una gran capacidad de diferenciación, y su demostrada interacción con 

biomateriales las hace ideales para la regeneración tisular33. 

• PDLSC (Periodontal Ligament Stem Cells): Células troncales de 

ligamento periodontal contiene poblaciones de células que pueden diferenciarse 

tanto hacia cementoblastos como hacia osteoblastos. Sus fibras colágenas 

generadas son capaces de unirse con la nueva estructura formada de cemento, 

imitando así la unión fisiológica de las fibras de Sharpey. Se puede decir que las 

PDLSC contienen un subgrupo de células capaces de diferenciarse hacia 

cementoblastos/cementocitos así como hacia células formadoras de colágeno34. 

• SHED (Stem cell from Human Exfoliated Deciduous teeth): Células 

troncales de dientes deciduos exfoliados. Se han aislado células de la pulpa 

remanente de los dientes deciduos exfoliados, denominadas SHED. Los 

resultados revelaron que ésta, contenía una población de células madre 

multipotenciales diferentes a las aisladas anteriormente de la pulpa dental de 

dientes permanentes (DPSC). Se consideran una fuente de stem cells de fácil 

obtención. sus características morfológicas se correspondían con el fenotipo de 

células madre epiteliales, pudiendo llegar a expresar marcadores epiteliales35. 

• SCAP (Stem Cells from the Apical Papilla): Células troncales de la 

papila apical. Existe una zona muy rica en células entre la papila apical y la pulpa, 

estas SCAP son las precursoras de los odontoblastos primarios, responsables de 

la formación de la dentina radicular.  Las SCAP se muestran positivas para varios 

marcadores neurológicos, pero cuando se someten a estimulación neurológica, 

el número de marcadores aumenta notablemente36. 

• Stem Cells de Mucosa Oral: Yang et al (3013) aisló por primera vez 

a una población dentro de los tejidos gingivales, a las cuales denomino Gingival 

Mesenchymal Stem Cells (GMSC) con la capacidad de formar colonias 

clonogénicas. Son sensibles a marcadores superficiales que corresponden a las 
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células mesenquimales y poseen la capacidad de diferenciarse en múltiples 

linajes mesodérmicos37. Además de su capacidad de autorenovación y formación 

de estructuras como tejido conectivo, las GMSC tienes propiedades 

regenerativas y tienen funciones inmunoreguladoras.  

• DFPC (Dental Follicle Precursor Cells): Célula troncal del folículo 

dental. El folículo dental es un tejido ectomesenquimal que rodea el órgano del 

esmalte y la papila dental del germen del diente permanente en formación. Este 

tejido contiene stem cells que son las que acabarán formando el periodonto, 

constituido por cemento, ligamento, hueso alveolar y encía. Ha sido considerado 

como un tejido multipotente38 , estas células se pueden mantener en cultivo 

durante al menos 15 pasajes. Pueden diferenciarse en cementoblastos in vitro y 

son capaces de formar cemento in vivo. Las células de folículo dental tienen la 

capacidad de formar ligamento periodontal después de la implantación in vivo39. 

• HTGSCs (Human Tooth Germen Stem Cells): Células 

mesenquimales del germen dental, se han reportado en la última década que 

contienen células pluripotentes que dan lugar a estructuras dentales y 

periodontales. Las céñulas mesenquimales del germen dental mostaron la 

capacidad didiferenciarse en osteogénico, adipoénico y neurogénico40. 

• Células mesenquimales de dientes supernumerarios (stem cells 

from a supernumerary tooth): Huang et al., (2008) 41  aisló células 

mesenquimales de pulpa dental a partir de mesiodens. En estudios anteriores se 

ha aislado este mismo tejido, sólo que de terceros molares. Este estudio dio pauta 

a una diferente fuente de aprovechamiento como son los dientes 

supernumerarios. Los resultados de Huang et al., suguiere que la pulpa dental 

de mesiodens tienen características comunes a las DPSCs de terceros molares, 

lo que los convierte en una fuente viable en la regeneración de tejidos. 

• Células mesenquimales de la Bola de Bichat (Mesenchymal Stem 

Cells from Bichat’s Fat Pad): Broccaioli et al., (2013) 42  aisló células 
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mesenquimales obtenidas de la grasa encapsulada encontrada en los carrillos, 

comúnmente denominado bola adiposa de bichat. Este tejido expresó 

características de células mesenquimales como positividad a marcadores de 

superficie CD73, CD90 y CD105, negativo CD14, CD31 y CD34, con 

diferenciación a tejido osteogénico y adipogénico, demostrando así su 

potencialidad en la regeneración de tejidos. 

 

Fig 1; SC de origen bucodental. 

 

1.7. FOLÍCULO DENTAL 
El folículo dental es un tejido conectivo blando, de origen mesenquimal, que 

rodea al órgano del esmalte y la papila dental del germen dentario en desarrollo. Se 

forma durante la etapa de copa (odontogénesis), a partir de una población de células  

progenitoras del ectomésenquima que derivan de crestas neurales. Corresponde a 

una fuente rica en stem cells que pueden persistir durante la vida adulta en caso de 

dientes impactados (terceros molares) 43 . Una importante función biológica del 

folículo dental es la coordinación de la erupción del diente44. Además, este tejido 

alberga células progenitoras para el periodonto. Se cree que las células del folículo 

dental cerca de la raíz de conformación (más interna) se diferencian en la formación 

de cemento y cementoblastos y que las células hacia el hueso alveolar (más 
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externa) se diferencian a osteoblastos y secretan matriz ósea. Las células del 

folículo dental que se encuentran en el centro entre las células precursoras 

cementoblasto y osteoblastos se desarrollan en los fibroblastos que producen la 

matriz extracelular (ECM) de la PDL45. 

1.7.1. EMBRIOLOGÍA E HISTOLOGÍA DEL FOLÍCULO DENTAL  

Tiene origen del ectomesénquima, este tejido se encuentra inmediatamente 

por fuera del casquete, rodeándolo casi en su totalidad, salvo en el pedículo que  se 

condensa volviéndose fibrilar formando el folículo dentario primitivo, esto comienza 

en el estadio de casquete. Su formación continúa  en el estadio de campana que 

ocurre sobre las catorce a dieciocho semanas de vida intrauterina, en el que se 

observan modificaciones estructurales e histoquímicas. 

En esta etapa es cuando más manifiesta su estructura. Está formada por dos 

capas: una interna celulo-vascular y otra externa o superficial con abundantes fibras 

de colágena, esta fibras se disponen en forma circular envolviendo al germen 

dentario en desarrollo. La colágena presente a este nivel es de tipo I y III.35 
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De la capa celular constituida por células mesenquimáticas diferenciadas 

derivan los componentes del periodoncio de inserción: cemento, ligamento 

periodontal y hueso alveolar. Las células mesenquimatosas que se diferencian 

hacia hueso alveolar son ricas en glucógeno, al igual que ocurre en otras 

ubicaciones en las que el tejido mesenquimatoso evoluciona hacia tejido óseo46. 

 

Tanto la inervación, como la irrigación presentan dos variedades, una 

destinada al saco y la otra a la papila, donde los vasos y nervios atraviesan el saco 

para distribuirse por la misma. 

1.8. CARACTERÍSTICAS PRINCIPALES REPORTADAS DE DFPC 
El aislamiento y  la primera caracterización de las células precursoras (PCs) 

derivados del folículo dental humano de los terceros molares extraídos fue en el 

2004 por  C. Morsczeck. Se cree que este tejido contiene células madre y linaje 

comprometido células progenitoras o células precursoras (PCs) para 

cementoblastos, células del ligamento periodontal, y osteoblastos47. 

Estas células tienen la capacidad de adherirse a un sustrato de plástico, son 

clonogénicas y tienen la capacidad de proliferar in vitro en condiciones 
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adecuadas. Por otra parte, las PCs tienen la capacidad de diferenciarse en 

condiciones in vitro a una membrana como la estructura con nódulos calcificados. 

Se examinó la expresión génica de las células del folículo dental humana recién 

aisladas durante la diferenciación osteogénica in vitro. Se encontraron Notch- 1 y 

nestina en el tejido del folículo dental como marcadores probables para las células 

no diferenciadas48. Fue descrito Notch- 1 como un marcador para las células madre 

neuronales y de las células madre dentales49. Notch- 1 activa células precursoras 

mesenquimales suprime la diferenciación osteoblástica in vitro50. Además Notch- 1 

juega un papel crítico en el desarrollo mamario humano normal actuando sobre 

ambas células madre y células precursoras, afectando la autorrenovación y 

diferenciación de linaje específico.  

Se diferenciaron las células del folículo dental con dexametasona o 

protocolos basados en la insulina en estructuras parecidas a membranas que 

contienen focos de mineralización39. Se demostró la diferenciación delas células de 

folículo dental con un protocolo basado en la insulina por primera vez. 

Se presentó la inmunolocalización de STRO-1 (un marcador de células 

progenitoras mesenquimales multipotenciales) y receptores de BMP (BMPR) en el 

folículo dental in vivo51.  

Se demostró que las células madre de folículo dental de molares y caninos 

se pueden utilizar para mejorar la regeneración de hueso en las superficies de los 

implantes de titanio. Este estudio manifiesta la presencia de células madre en 

folículo dental su potencial para adherirse y diferenciarse en osteoblastos en 

diferentes tipos de superficies de titanio con diferentes recubrimientos bioactivos, 

hidroxiapatita (TIHA) y con silicatitanate (TiSiO2), e implantes porosos Ti6Al7Nb 

como control (TiCtrl). Fue estudiada en términos de la adhesión celular y la 

viabilidad, demostrando así que las células madre tienen una tendencia espontánea 

para la diferenciación osteógenica y se puede utilizar para mejorar la regeneración 

del hueso en las superficies  de los implantes de titanio52. 
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Las DFPC tienen la capacidad de formación de grupos celulares 

clonogénicas adherentes a la caja de cultivo CFU-F (unidad de formación de 

colonias fibroblasticas), similar a las observadas para diversas poblaciones de 

células madre mesenquimales. 

La población de células madre de folículo dental expresa altos niveles de 

survivina y telomerasa, que son ambas moléculas importantes en la mediación de 

la proliferación celular, esta evidencia suguiere que las DFPC al ser derivadas de 

un tejido en desarrollo puede representar una población de progenitores tempranos 

que tienen ventajas sobre su uso en la regeneración de tejidos. 

Se comprobó que las células aisladas y cultivadas de pulpa y 

folículo dental correspondían a células madre mesenquimales humanas, siendo 

éstas últimas más fáciles de obtener y proliferar. Las CMM de folículo dental poseen 

mayor potencial de crecimiento y capacidad de diferenciación en comparación a las 

CMM de pulpa dental, probablemente debido a su estado evolutivo más inmaduro53. 

 

1.8.1. DIFERENCIACIÓN DE LAS STEM CELL 

Las células madre pueden hacer células especializadas nuevas. A ese 

proceso se conoce como diferenciación, esta hace que las células puedan adoptar 

propiedades de fenotipo, bioquímicas y propiedades funcionales de las células más 

diferenciadas.  

El tejido adiposo representa una alternativa de recurso de células troncales. 

Siendo abundante en tejido adiposo blanco murino (tejido celular subcutáneo)54. 

La obtención de estas células adiposas troncales, no requiere una 

implicación quirúrgica compleja, por lo que cabe resaltar que es un recurso de fácil 

obtención mediante lipoaspirados de zonas con tejido adiposos en el cuerpo 

(mencionados anteriormente)55. 
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La investigación con células madre adiposas se inició en el año de 1992 con 

Zuk y colaboradores, cuando los investigadores utilizaron la grasa peritoneal 

porcina, encontrando una morfología similar a las células adiposas subcutáneas 

humanas, en los cultivos con Factor Vascular Estromal (SVF) de las células en los 

medios de comunicación con la heparina y el factor de crecimiento de células 

endoteliales. Y se ha demostrado la existencia de células madre mesenquimales 

multipotentes, que residen en la región perivascular del estroma56. 

Estas células mesenquimales  tienen la capacidad de diferenciación en 

linajes endodérmicos y ectodérmicos. Este tejido es un recurso con características 

de pluripotencialidad y diferenciación mesenquimal y no mesenquimal; además de 

ser de fácil acceso mediante lipoaspirados. 

Estudios in vitro demuestran que las células poseen una adherencia plástica, 

con una expansión favorable para la terapia regenerativa y la caracterización de 

estas células sin ninguna alteración cromosómica47. 

Dichas características antes mencionadas de las ASC, sugieren una buena 

aplicación en la medicina regenerativa, en el trasplante de células troncales 

autólogas y siendo utilizado en la cirugía plástica para la reconstrucción de tejidos 

enfermos. Pero también tienen la capacidad de diferenciarse en estirpes 

multipotenciales, como son osteoblastos, condrocitos, miocitos, células epiteliales y 

células neuronales57. 

1.8.2. DIFERENCIACIÓN DE TEJIDO ADIPOSO 

Adipogénesis es un proceso por el que las células madre mesenquimales o 

preadipocitos se diferencian para adquirir características fenotípicas de adipocitos 

maduros. Los mecanismos moleculares que subyacen a este proceso in vitro se 

presentan típicamente en una secuencia bien definida, que ha sido descrito a 

fondo58. En resumen, el proceso adipogénico comienza con un compromiso de 

diferenciación de adipocitos caracterizado por la activación de los factores de 

transcripción/potenciador de unión proteínas CCAAT (C / EBP) -b y -d, y - esterol 

regulador elemento proteína 1 determinación/diferenciación de los adipocitos y el 
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factor 1 de unión (SREBP1 / ADD 1). El compromiso Adipogénico a su vez conduce 

a la transcripción de los factores específicos de adipocitos pivotales de transcripción 

(C / EBPA) y peroxisoma activados prolifera el receptor -G (PPAR- g). Esta etapa 

es entonces, para algunos tipos de células, seguido por la expansión clonal y la 

detención del crecimiento antes que la diferenciación termine. Las etapas 

posteriores de diferenciación adipogénica se caracterizan por la transcripción de los 

marcadores finales, tales como ácido graso de unión a proteína aP2 y la 

adiponectina, así como la acumulación intracelular de vesículas lipídicas59. 

1.9. TEJIDO ADIPOSO 
 El tejido adiposo es una variedad especializada de tejido conjuntivo; 

integrado por un grupo de células denominadas adipocitos o células adiposas, 

especializadas en almacenar grasas o lípidos, sustancias consideradas como la 

fuente de reserva de energía química más importante de un organismo animal. El 

tejido adiposo se constituye por la unión, mediante fibras reticulares (colágena tipo 

III), de los adipocitos. Entre ellos discurre abundante irrigación sanguínea. Las 

células adiposas, al unirse, forman lobulillos  y éstos constituyen lóbulos adiposos. 

La distribución del tejido adiposo es casi general en el cuerpo humano. Existen 

lugares en donde el tejido adiposo se acumula aún en mayor cantidad, por ejemplo: 

en el tejido subcutáneo, formando el “panículo adiposo”; en la palma de las manos 

y la planta de los pies, en la región perirrenal, en el tejido conjuntivo que rodea a 

ciertos órganos como en el pericardio, alrededor de las vísceras abdominales 

(omentos mayor y menor), por detrás del globo ocular; en las glándulas mamarias y 

en la región glútea. 

1.9.1. HISTOGÉNESIS DEL TEJIDO ADIPOSO.  

Los adipocitos se diferencian de células mesenquimatosas, en el quinto mes 

fetal. Hacen su aparición en el citoplasma de ellas, gotitas de lípidos, a partir de este 

momento se denominan adipoblastos o adipocitos inmaduros que van confluyendo 

para constituir una gran gota de grasa que ocupa casi la totalidad del volumen de la 

célula, obligando al núcleo, citoplasma y organelos a ocupar una posición periférica 

del adipocito o adipocito maduro. Así se originan las células de la grasa unilocular. 
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A diferencia del mecanismo anterior, en los adipoblastos de la grasa parda, las 

gotitas de lípidos no confluyen, sino que permanecen separadas entre ellas, 

recubiertas por filamentos de vimentina y por pequeñas porciones de citoplasma.  

El adipocito es un tipo celular derivado del fibroblasto cuya principal función 

es almacenar lípidos, en concreto triglicéridos y colesterol esterificado, como 

reserva energética. Existen dos tipos de adipocitos, el blanco y el pardo, que forman 

dos tipos de tejido graso. El adipocito blanco se caracteriza por tener una sola 

vesícula de grasa que ocupa casi todo el volumen celular quedando el citosol, los 

orgánulos y el núcleo en una estrecha franja periférica. El adipocito pardo tiene 

menos cantidad de grasa presentando un mayor número de vesículas de menor 

tamaño además de un gran número de mitocondrias. El tejido adiposo pardo tiene 

como principal función generar calor y el tejido adiposo blanco está especializado 

en el almacenamiento de lípidos como reserva energética a largo plazo. 

Las células adiposas una vez diferenciadas, no suelen reproducirse. 

Después del nacimiento se formarán nuevos adipocitos por especialización de 

células mesenquimatosas. 

Fig. 4 Histología de la Adipogénesis 
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1.9.2. FUNCIONES DE TEJIDO ADIPOSO 

El tejido adiposo cumple las siguientes funciones:  

• Interviene como un reservorio de energía química.  

• Modela la superficie corporal.  

• Forma almohadillas amortiguadoras.  

• Conserva la temperatura corporal, pues es un mal conductor del calor. 

• Ocupa espacios entre los tejidos y órganos manteniéndolos en sus 

posiciones. 

La presente investigación pretende realizar la descripción, revisión, análisis 

y una interpretación en forma experimental en relación al origen, cultivo, aislamiento, 

caracterización de stem cells de folículo dental humano, así como marcadores 

candidatos y su diferenciación a tejido adipogénico con el fin de ofrecer perspectivas 

de futura aplicación en clínica. Estos procesos experimentales son fundamentales 

para encontrar una futura terapia celular aplicada al desarrollo de células 

adipogénicas.  La posible afabilidad de estas células, podrán proporcionar nuevos 

paradigmas e innovadoras teorías hacia el campo de la medicina regenerativa y de 

la ingeniería tisular. 
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2. METODOLOGÍA DE INVESTIGACIÓN 

2.1OBTENCIÓN DE MUESTRAS 
 En la clínica Odontología Cuautepec, FESI, UNAM,  se recolectaron 

órganos dentarios (terceros molares impactados) sin caries, de pacientes sanos 

entre 16 y 20 años de edad. Se mencionó y lleno cuidadosamente cada uno de los 

anexos de donación de órganos dentarios a desarrollarse. 

-Se realizó antisepsia en la cavidad oral, con un enjuague de clorhexidina 

al 0.12% durante un tiempo de 30 segundos antes del procedimiento quirúrgico.  

 

Fig.5 a) extracción del órgano dental; b) colocación del órgano en medio de transporte. Foto tomada del 

Laboratorio Académico de Ingeniería Tisular y Medicina Traslacional 

2.2. TRANSPORTE DE LA MUESTRA 
-    Las muestras fueron transportadas en un tubo de punta cónica de 15 ml 

(KIMA) con 3 ml de medio antibiótico, antimicótico y salino (penicilina 

100Uml, estreptomicina 100 µg ml, anfotericina B 5µg ml) (SIGMA), para la 

preservación profiláctica de la muestra y su posterior cultivo. 

-    Las muestras fueron preservadas a una temperatura aproximada de 4ºC.  

2.3. AISLADO Y CARACTERIZACIÓN.   

2.3.1. POR EXPLANTE:  

- Llegada la muestra al laboratorio, se lavó el órgano dentario con suero 

fisiológico y se colocó en un nuevo medio de transporte (solución fisiológica con 



 

 
Dierenciación a Linaje Adipogénico de Células Troncales de Folículo Dental 

 
21 

 

Penicilina (1000U/ml) /Estreptomicina (1mg/ml) /Anfotericina B (2.5mg/ml) SIGMA 

ALDRICH) a una temperatura de 4°C, durante 24 horas.  

- Transcurridas las 24 hrs., se preparó la campana de flujo laminar 

(Telstar BIO II ADVANCE) con etanol al 70% y luz ultravioleta durante 15 min. Todo 

material e instrumental introducido al área blanca fue  empapado de alcohol al 

70%.  

- Dentro de la campana de flujo laminar el tejido del folículo fue 

cuidadosamente disecado de la corona dental y cortado en varias piezas de 1mm³ 

(Fragmentación mecánica), con hoja de bisturí n° 15 y con ayuda de una cucharilla. 

- Los explantes fueron colocados en las cajas tipo Falcón (NUNC) de 

manera ordenada en forma lineal y equidistante una de otra. (Aproximadamente 

líneas de 5 X 4). Fig 6. 

Fig.6 Técnica de cultivo por explante, Foto tomada del Laboratorio Académico de Ingeniería Tisular y 

Medicina Traslacional 

 

- Después de  haber colocado  los explantes, se esperó durante 

10minutos, para logar adhesión a la caja de cultivo, Se agregó 5ml.  de Medio de 

cultivo DMEM (Medio de Eagle ́s modificado por Dulbbeco, SIGMA-ALDRICH), 

enriquecido con 10% de Suero Fetal Bovino (GIBCO) Penicilina (1000U/ml) 

/Estreptomicina (1mg/ml) /Anfotericina B (2.5mg/ml) SIGMA ALDRICH), de manera 

suave, fluida y constante.  

- Las cajas de cultivo fueron colocadas  en la  incubadora con 5% de 

CO2 y 95% de oxígeno a 37°C (Binder modelo CB150UL).  
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- El medio de cultivo fu reemplazado con la ayuda de una pipeta de 5ml.,  

por cultivo fresco,  dos veces por semana, durante un mes.  

 Fig.7 Incubación de los explantes en incubadora Binder, Foto tomada del Laboratorio Académico 

de Ingeniería Tisular y Medicina Traslacional. 

- Transcurrido este tiempo se esperó a que  las células hayan 

proliferado en toda la extensión de la caja y tomen forma fibroblastoide, que 

corresponde a la morfología descrita para las células mesenquimales de folículo 

dental. 

2.3.2 POR DIGESTIÓN ENZIMÁTICA: 

Se preparó colagenasa tipo I (3g por 

1ml)  de solución salina y Dispasa, en 

una concentración de 4g sobre 1ml de 

solución salina. El tejido del folículo fue 

cuidadosamente disecado de la corona 

dental y cortado en varias piezas de 

2mm a 3mm (Fragmentación 

mecánica). con hoja de bisturí n°15 y 

con ayuda de una cucharilla.  

 

 

Fig. 8 Colagenasa y dispasa utilizados para la 

prepración de la técnica digestión enzimática, Foto 

tomada del Laboratorio Académico de Ingeniería 

Tisular y Medicina Traslacional 
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- Los fragmentos obtenidos de tejido se colocaron en tubos de punta 

cónica de 15ml (star dent) en preparación de colagenasa tipo I y al 2% y dispasa 

diluida con solución salina al 0.9%, siendo un total de 3ml durante 2hrs en 

incubadora a 37°C. 

- Se agregó medio de cultivo 1/1 para detener digestión enzimática. 

- Se centrifugó a 1000rpm durante 10 min a una temperatura de 25°C.  

- Posteriormente, se desechó el sobrenadante cuidadosamente con 

micropipetas, recogiéndose el pellet celular.  

- Se resuspendió el medio con el pellet y se colocó en toda la extensión 

de la caja falcom. Se dejó durante 10 min para lograr la adhesión en la caja de 

cultivo.  

 

Fig. 9 Técnica de Digestión Enzimatica. Foto tomada del Laboratorio Académico de Ingeniería Tisular y 

Medicina Traslacional 

- Posteriormente, se incubó a 37 ° C (incubadora BINDER) en una 

solución que contiene 5ml.  de Medio de cultivo DMEM (Medio de Eagle ś 

modificado por Dulbbeco, SIGMA-ALDRICH), enriquecido con 10% de Suero Fetal 
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Bovino (GIBCO) Penicilina (1000U/ml) /Estreptomicina (1mg/ml) /Anfotericina B 

(2.5mg/ml)SIGMA ALDRICH). 

- El medio de cultivo fue reemplazado con la ayuda de una pipeta de 

5ml.,  por cultivo fresco,  dos veces por semana, durante un mes.  

- Pasado este tiempo, se esperó  que  las células hayan proliferado en 

toda la extensión de la caja y tomen forma fibroblastoide. 

 

2.4. OBTENCIÓN DE PRIMER PASE 

2.4.1. SEPARACIÓN CELULAR: 
- Se retiró el medio de cultivo de la caja Falcón (NUNC), y se le agregó 

5ml de Tryple Express (GIBCO) Posteriormente se incubó (BINDER) por 5 min. 

con 5% de CO2 y 95% de oxígeno a 37°C.  

- Transcurrido  este tiempo, se observó al microscopio óptico invertido 

(LEICA) que las células se hallan despegado de la caja de cultivo (se deberá 

observar una morfología redondeada, en suspensión en el medio de cultivo, lo cual 

demostró que las células se hayan desprendido del plástico, de ser así, se les 

agregó 3 ml de medio de cultivo  DMEM (Medio de Eagle ́s modificado por 

Dulbbeco, SIGMA-ALDRICH), esto para detener el efecto del tryple express, en 

caso contrario se incubó de nuevo por 2 minutos. 

-  El contenido fue  colocado  cuidadosamente con ayuda de una pipeta 

de 5 ml. en tubos de 15ml. (KIMA) y posteriormente se colocó en la centrífuga 

(SIGMA modelo 1-14) durante 10 minutos a 1000 rpm. Se retiró con mucho 

cuidado el sobrenadante, procurando de no mover el pellet, posteriormente con 

una micropipeta se colocó las células en una cantidad de  0.200 ul. en cajas Falcon 

de 75cm2. Se agregó  20ml.  de Medio de cultivo DMEM (SIGMA-ALDRICH), 

enriquecido con 10% de Suero Fetal Bovino (GIBCO) Penicilina (1000U/ml) 

/Estreptomicina (1mg/ml) /Anfotericina B (2.5mg/ml) SIGMA ALDRICH).  
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- Las cajas de cultivo se colocaron  en la  incubadora con 5% de CO2 y 

95% de oxígeno a 37°C (BINDER).  

- El medio de cultivo fue reemplazado con la ayuda de una pipeta de 

25ml.,  dos veces por semana, durante 15 días o hasta que llegue al 80% de 

confluencia, para así obtener el siguiente pase celular.  

- Este procedimiento se realizó nuevamente para obtener los siguientes 

pases celulares. 

2.5. PURIFICACIÓN MAC´S  (MAGNETIC ACTIVATED CELL SORTING) 
 

El principio de separación mediante Magnetic activated cell sorting (MACS), 

consiste en que las células CD44 positivas estan magneticamente etiquetadas con 

microperlas con el anticuerpo CD44. La suspension celular se carga en una columna 

MAC´S, colocada en el campo magnético de MAC´S separador, las células CD44+ 

marcadas magneticamente se retienen dentro de la columna, las celulas no 

marcadas pasan a traves de la columna, estas células se pueden obtener como una 

fracción celular seleccionada positivamente. 

CD44 MicroBeads, human. Miltenyi Biotec  

 

El buffer de separación para 50ml se preparó con: 

- BSA: 0.5% = 25mg 

- EDTA: 2mM = 38mg 

- PBS: hasta llegar a 50ml 

 

- Tanto las células como el Buffer se mantuvieron a  baja temperatura 

(2-8°C) para evitar obstruir las columnas 

 

- Se despegaron las células de la caja de cultivo (Punto # 4 separación 

celular). 
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- Obtenido el pellet, se le agregó 5ml del buffer de separación, con el fin 

de lavar las células, se resuspendieron hasta que no quedarán sedimentos. 

 

Determinar número de células:  

 

- Se realizó el método de tinción con azul tripán y conteo celular en 

cámara de Neubauer.  

- Se mezcló  10µl de azul tripán en papel parafilm y 10µl del pellet 

celular. 

- Se llevó a la cámara de Neubauer colocando un  cubreobjetos encima. 

Entre el, la cámara y el cubreobjetos se depositó la suspensión celular. El conteo 

se realizó de la siguiente manera: se contaron todas las células que habían en 

un sólo cuadrante. Primero las muertas, fueron teñidas por el azul tripan, las 

viables o vivas no fueron teñidas. 

 

- Ejemplo: 
𝑛° 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑣𝑎𝑠 ×10000 (1𝑚𝑙)

4 (𝑛° 𝑑𝑒 𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑒)
(2)|(5)= 

 

- Se centrifugó la suspensión celular por 10 minutos a 1000rpm.  

- Se retiró el sobrenadante y se resuspendió el pellet celular en 80 µL 

de solución buffer por 10⁷ de células. 

- Se añadió 20µl de CD44 por cada 10, 000,000 de células.  

 

20µl-------------10, 000,000 

X-------------n° cel. Contadas 

 

- Se mezcló perfectamente y se incubó por 15 minutos en el refrigerador 

(2-8° C) 

- Se lavaron las células con 1 o 2 ml de Buffer y se centrifugó a 1000rpm 

por 10min. y  se retiró el sobrenadante. 

- Se resuspendió en buffer, 500ul por cada 108 células.  
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Fig. 10 a) y B), Conteo Celular, c) centrifugado, D) CD44MicroBeads. Foto tomada del Laboratorio 

Académico de Ingeniería Tisular y Medicina Traslacional 

Separación magnética: 

- Se seleccionó la columna de acuerdo a la cantidad de células 

que se deseen filtrar.  

- Se colocó la columna, debajo de ella un tubo de 15ml donde 

cayeron las células que no sean positivos al anticuerpo CD44 

- Se preparó la columna colocando 3ml de Buffer de 1ml en 1ml 

sin dejar que se seque la columna, antes de que se acabe el último mililitro 

de buffer. Se comenzó a colocar la sustancia celular de poco en poco hasta 

terminar y por último se lava con 3 ml de buffer para retirar las células que no 

sean positivos al anticuerpo CD44 de las paredes.  

- Al terminar de caer la última gota, esta se retiró y se le colocó 

de una solo intención el émbolo para depositar las células en un tubo de 

15ml. 

- Las células fueron centrifugadas a 1000rpm por 10 minutos, se 

retiró el sobrenadante y se colocó 3ml de DMEM, se resuspendió  el pellet y 

posteriormente se sembro en una caja de 75cm2. 
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- Se esperó unos minutos para que haya adhesión a la caja y se 

colocó medio de cultivo.  

- Fueron incubadas a 37°C y CO2 al 5 % se esperó a obtener el 

80% de confluencia, para realizar los ensayos correspondientes. 

 

Fig.11 Separación celular por medio de MACs. Foto tomada del Laboratorio Académico de 

Ingeniería Tisular y Medicina Traslacional 

 

2.6. DETERMINACIÓN DE VIABILIDAD CELULAR       

2.6.1. PRUEBA DE TRONCALIDAD    

La inmunocaracterización consiste en marcar estructuras específicas 

detectadas mediante anticuerpos marcados para revelar, mediante microscopía, 

la presencia “in situ” de antígenos. Estos anticuerpos pueden estar unidos 

directa o indirectamente a moléculas fluorescentes, a enzimas o partículas de 

oro coloidal, de modo que las estructuras marcadas deben ser reconocidas a 

moléculas fluorescentes,  por un microscopio de inmunoflorescencia. 
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Procedimiento 

-    En cajas de 24 pocillos, fueron colocados cubreobjetos redondos. En cada 

uno se colocaron 100 µl de la línea celular y se agregó medio DMEM 

(SIGMA), suero fetal bovino (FCS) (GIBCO) al 10%. Se incubaron por 24 

horas en ambiente húmedo al 100%, CO2 al 5% y a una temperatura de 37ºC 

(BINDER). 

-     Para este proceso los cultivos fueron preparados de la siguiente manera: 

Procedimiento: 

-    Se lavó con PBS durante 2 minutos, tres veces. 

-    Se fijó con solución fijadora durante 30 min (100µL por pocillo). 

-    Repitiendo el lavado de PBS 3 veces. 

-    Se permeabilizó con Tritón X 100 (SIGMA) (100µL por pocillo) por 20 

minutos. 

-    Repitiendo el lavado de PBS 3 veces. 

-    Fueron bloqueadas por un tiempo de 45 minutos con BSA (Santa Cruz Bio.) 

(200µL por pocillo) 

-    Repitiendo el lavado de PBS 3  veces. 

-    Posteriormente, se incubó con el anticuerpo primario (100µL de CD44)  se 

dejó 1hr a temperatura ambiente y otra prueba toda la noche a 4°C. 

-   Repitiendo el lavado de PBS 3 veces. 

-    Se Colocó el anticuerpo secundario (Alexa 488) con una dilución 1:500, 

diluyendo con solución bloqueadora  por 1hr a temperatura ambiente, y en 

otra prueba toda la noche a 4°C. Se realizó a oscuras y fue tapado muy bien 

con papel aluminio. 

-    Enseguida, en otros seis pocillos se incubaron las muestras con el primer 

anticuerpo, 100µL de CD44 (Abcam) a 45 minutos a temperatura ambiente. 

-    Se realizó lavado 3 veces con agua. 
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2.6.2. DAPI 

4’6-diamidino-2-finilindol dihidrocloruro, es un marcador fluorescente que 

se une fuertemente a regiones enriquecidas en Adenina y Timina en secuencias 

de ADN de doble cadena (dsDNA), tiñendo de azul el ADN, tiene una molécula 

de colorante para cada base de 3 pares. La unión de DAPI a dsDNA produce 

un aumento de fluorescencia que es directamente proporcional a la cantidad de 

ADN presente. Es utilizado ampliamente en la microscopía de fluorescencia, 

siendo este un marcador nuclear. 

 

• Se retiró el medio de cultivo por medio de una punta de 

micropipeta de    1000 µl (BIOLOGIX) y micro-pipeta de 100-1000 µl  
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• Se colocaron 3 µl de DAPI (SIGMA-ALDRICH) por muestra  

• Se le adicionó papel aluminio sobre toda la caja de 24 o 96 

pocillos. 

• Se dejó Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente. 

• Se observó a través de microscopio de fluorescencia (ZEIZZ 

HXP 120 C) 

• Las lecturas se realizaron con el programa ZEN lite 2012. 

• Fueron realizados 3 ensayos a partir de 7, 14 y 21 días 

respectivamente.  

 

2.6.3. LIVE/DEAD: 

Este ensayo está basado en la determinación simultánea de las células vivas 

y muertas por medio de dos pruebas: 

1) Actividad esterasa intracelular. 

2) Integridad de la membrana plasmática. 

Consta de dos principales componentes: 

1) la calceina AM que no es fluorescente, es absorbida por las 

células vivas siendo transportada a través de la membrana celular. La 

actividad de las enzimas esterasas transforma la calceina AM en calceina 

fuertemente fluorescente, esta es retenida por las células vivas provocando 

que fluoresca intensamente en color verde. 

2) El Homodímero de Etidio, prenetra en las células con daño en 

la membrana y aumenta su fluorescencia tras unirse a ácidos nucleicos, 

produciendo de esta manera una fluorescencia de color rojo brillante en las 

células muertas. 

 PROCEDIMIENTO 

Preparación de solución: 

- 997.5 µl de PBS (SIGMA) 
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- 0.5 µL de Calceina (INVITROGEN) 

- 2 µL Homodímero de etidio-1 (INVITROGEN) 

- 1000 µL en total  

- Se retiró el medio basal DMEM (BIOWEST) 

- Se lavaron las muestras 2 veces con PBS (Biowest)  

- Se colocó 300 µl de la solución de L/D por muestra; el procedimiento se 

realizó sin luz. Es importante recubrir los pocillos con papel aluminio  

- Se incubó  a temperatura ambiente durante 30 minutos. 

- Pasado el tiempo se realizaron las observaciones en microscopio de 

fluorescencia ZEIZZ HXP 120 C con el programa ZEN lite 2012. 

- A la observación microscópica de fluorescencia las células vivas mostraron 

fluorescencia color verde.  

- A la observación microscópica de fluorescencia las células muertas o no 

viables mostraron fluorescencia color roja. 

- Fueron realizados 3 ensayos a partir de 7, 14 y 21 días respectivamente. 

 

2.6.4. EDU PROLIFERATION  

La medición de la capacidad de una célula a proliferar es un método 

fundamental para la evaluación de la salud celular, la determinación de 

genotoxicidad, se realiza mediante la medición directa de la síntesis de ADN. 

EdU (5-etinil-2 ´desoxiuridina) es un análogo de nucleósido de timidina y 

se incorpora en el ADN durante la síntesis activa del ADN. 

a) Preparación de soluciones: 

Permitir que los viales alcancen la temperatura ambiente. 

• Se añadió 2 ml de DMSO (Componente C) al componente A 

para hacer una solución 10mM EdU.  (se conservó a -20 °C). 

• Para realizar una  solución 1X de tampón de reacción EdU se 

añadió 36 ml de agua desionizada para el Componente D. (se 

conservó a 2-8 °C). 
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• Para hacer la solución 10X-it® EdU búfer aditivo, se añadió 2 

ml de agua desionizada para componente F,  se mezcló 

perfectamente.  (se conservó a -20 ° C) 

• Se diluyó  Hoechst 33342 (componente G) 1: 2000 en PBS para 

obtener una solución 1X. 

 

b) Se sembraron células sobre cubreobjetos y se incubaron durante la 

noche. 

• En cajas de 24 pocillos, fueron colocados cubreobjetos 

redondos, en cada uno se colocaron 100 µl de la línea celular y se 

agregó medio DMEM (SIGMA), suero fetal bovino (FCS) (GIBCO) al 

10%, se incubaron por 24 horas en ambiente húmedo al 100%, CO2 

al 5% y a una temperatura de 37ºC (BINDER). 

• Se diluyo 10 μl de 10 mM EdU solución stock en 5 ml de medio 

de cultivo tisular precalentado para hacer una solución de 20 mM EdU 

etiquetado (suficiente para 10 cubreobjetos). 

• Se retiraron la mitad del medio  de las células. 

• Se reemplazaron con un volumen igual de solución de 

etiquetado EdU (concentración final de 10 mM). 

• Se incubaron las células en condiciones de crecimiento 

apropiadas y tratamientos durante dos horas.  

• Se procedió inmediatamente a la fijación y permeabilización 

c) Fijar y permeabilizar las células 

• Se transfirió cada cubreobjetos en un pocillo de una placa de 6 

pocillos. 

• Se añadió 1 ml de 3,7% de formaldehido en PBS a cada pocillo. 

• Se incubó durante 15 minutos a temperatura ambiente. 

• Se eliminó el formaldehido y se lavó dos veces con 1 ml de 3% 

de BSA en PBS. 
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• Se retiró la solución de lavado y se añadió 1 ml de 0,5% Tritón 

X-100 en PBS a cada pocillo. 

• Se incubó durante 20 minutos a temperatura ambiente. 

Detección de EdU. 

Se realizó EdU búfer aditivo 1X-it® diluyendo la solución 10X creada por 

encima 1:10 en agua desionizada. Preparamos Click-it® Plus cóctel reacción para 

2 cubreobjetos: 860 µL de 1X Click-iT® reaction buffer, 40 µL de Copper protectant 

(Component E,  2.5 µL de Alexa Fluor® picolyl azide (Component B), 100 µL  de 1X 

Click-iT® EdU buffer additive para obtener un volumen de 1ml. 

 

• Posteriormente se retiró la solución de permeabilización de las células 

y se lavó dos veces con 1 ml de 3% de BSA en PBS. 

• Se retiró la solución de lavado. 

• Se añadió 0,5 ml de Click-it® Plus cóctel de reacción a cada pocillo, 

brevemente para asegurar una distribución uniforme de cóctel de reacción. 

• Se incubó  la placa durante 30 minutos a temperatura ambiente, 

protegido de la luz. 

• Se retiró el cóctel de reacción y se lavó cada pocillo una vez con 1 ml 

de 3% de BSA en PBS. 

 

Tinción Nuclear 

• Se realizó el etiquetado de anticuerpos de las muestras en ese 

momento. 

• Se lavó cada pocillo con 1 ml de PBS. Se retiró la solución de lavado. 

• Se añadió 1 ml de solución 1X Hoechst® por pocillo. 

• Se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente, protegido de 

la luz. 

• Se retiró  la solución Hoechst® 33342. 

• Se lavó cada pocillo dos veces con 1 ml de PBS. 
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• Se retiró la solución de lavado. 

• Se observó al microscopio de florescencia. 

2.6.5. CFU (UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS) 

Ensayo en el cual el azul de toluidina posee una afinidad por los ácidos 

nucleicos, por lo tanto se une a los componentes nucleares de los tejidos con un 

alto contenido de ADN y ARN. 

Procedimiento: 

• Se sembraron en suspensión, células individuales de folículo dental en 

placas de 6 pocillos. Los cultivos se realizaron doblemente y se 

incubaron a 37°C con 5% de CO2 en un ambiente húmedo de 95% 

durante 12 días. 

• Posteriormente, al doceavo día se lavaron 3 veces con PBS y se fijaron 

en 1% de parafomaldehído durante 20 min. 

• Los cultivos fijados se tiñeron con 0.1% de azul de toluidina durante 1hr, 

posteriormente se lavaron con agua destilada. 

• Se observaron usando microscopio de luz de disección. 

 

Fig. 13 Tinción de las células con azul de toluidina, para CFU. Foto tomada del Laboratorio 

Académico de Ingeniería Tisular y Medicina Traslacional 
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2.6.6. TUNEL  

La tinció TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End 

Labeling), detecta la fragmentación del ADN, basada en la capacidad que presentan 

los extremos del ADN hidrolizados por la endonucleasa a unirse a una cadena de 

dioxigenina dUTP. Son identificados por la enzima desoxinucleotidil transferasa 

terminal (TdT), que cataliza la adición de dUTPs en los extremos 3’-OH del ADN 

fragmentado. 

Este método puede marcar células que han sufrido daño severo en el ADN, 

se logra mediante fluoróforos o haptenos, en este caso biotina o bromo, que pueden 

ser detectados con estreptavidina o anticuerpos, para lo cual se pude utilizar biotin, 

Dtup o BrdUTP. 

A) Protocolo para las células en cubreobjetos 

 

1. Fijación y permeabilización de la célula 

 

Este protocolo se optimizo con una etapa previa de fijación usando 4% de 

paraformaldehído en PBS, seguido de una etapa de permeabilización con 

0,25% de Triton®X-100, es apto a otras de fijación y permeabilización con 

reactivos tales como el etanol al 70%. 

• Se retiró los medios  y lavó cada cubreobjetos una vez con PBS. 

• Se añadió un volumen suficiente de fijador (4% de paraformaldehído) 

para cubrir completamente los cubreobjetos. 

• Se incubó las muestras durante 15 minutos a temperatura ambiente. 

• Se retiró el fijador. 

• Se añadió un volumen suficiente del reactivo de permeabilización 

(0,25% Triton® X-100 en PBS) para cubrir completamente los cubreobjetos. 

• Se incubaron las muestras durante 20 minutos a temperatura ambiente. 

A continuación, se lavaron dos veces con agua desionizada. 
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2.  Preparación de un control positivo 

 

La DNasa I genera roturas de la cadena en el ADN para proporcionar una 

reacción positiva de TUNEL.  

• Se lavaron cubreobjetos con agua desionizada. 

• Se preparó la solución de DNasa (I) para 200 µL se ocupó 178 µL de 

agua desionizada, 20 µL de DNase I buffer (Component H) y 2 µL de DNase I 

(Component G) y sé mezclo bien.  

• Se añadio 100 μl de la solución de DNasa I (preparado en el paso 2) a 

cada cubreobjetos y se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

• Se lavó los cubreobjetos una vez con agua desionizada y se continuó 

con TDT Reacción. 

 

3.  Reacción TDT  

• Se utilizó 100 μl de cóctel de reacción TDT por cubreobjetos.  

• Se añadió 100 ml de tampón de reacción TdT (Componente A) a cada 

cubreobjetos, permitiendo que la solución se haya extienda completamente 

sobre la superficie. 

• Se incubó cubreobjetos durante 10 minutos a temperatura ambiente. 

• Se retiró tampón de reacción TDT. 

• Se preparó el cóctel reacción TDT para 200 µL, utilizamos: 188 µL de 

TdT reaction buffer (Component A), 4 µL de EdUTP (Component B) y 8 µL de 

TdT* (Component C). 

• Inmediatamente después de usar la enzima TdT (componente C), se 

disolvió el vial a -20 ° C.  

• Se añadió 100 μl de la cóctel reacción TdT (preparado en el paso 4) a 

cada cubreobjetos permitiendo que el solución a extendió completamente 

sobre la superficie. 

• Se incubó cubreobjetos de durante 60 minutos a 37 ° C. Se retiró el 

cóctel de reacción, a temperatura ambiente. 



 

 
Dierenciación a Linaje Adipogénico de Células Troncales de Folículo Dental 

 
38 

 

• Lavar cubreobjetos dos veces con 3% de BSA en PBS para 2 minutos 

cada uno. 

 

4. Reacción clic-it®  

• Se preparó el Click-it® aditivo tampón de reacción (componente E) 

mediante la adición de 625 μl de agua desionizada al vial E Componente. 

Después de su uso, la alícuota se almacenó a = -20 ° C.  

• Se preparó el cóctel de reacción-Click it® para 200 µL: 195 µL de Click-

iT® reaction buffer (Component D), 5 µL de Click-iT® reaction buffer additive 

(preparada en el paso 4). Se dejó reposar15 minutos.  

• Se añadió inmediatamente 100 μl de la reacción de cóctel-Click it®  

(preparado en el paso 2) a cada cubreobjetos se dejó que la solución se 

extendiera completamente sobre la superficie. 

• Se incubó el cubreobjetos durante 30 minutos a temperatura ambiente, 

protegido de la luz. 

• Se retiró el cóctel de reacción-Click it® y se lavó cada cubreobjetos con 

3% de BSA en PBS 1X durante 5 minutos. 

 

5.  Detección de anticuerpos. 

• Se bloquearon los cubreobjetos o pozos con 3% de BSA en PBS 1X 

durante el tiempo recomendado, protegido de la luz. Se eliminó  la solución de 

bloqueo. 

• Se preparó y añadió la solución de anticuerpo primario según lo 

recomendado por el fabricante. 

• Se incubó durante la hora y la temperatura recomendada, protegido de 

la luz 

• Se retiró la solución de anticuerpo primario. 

• Se lavó cada cubreobjetos o bien dos se lavó veces con 3% de BSA en 

PBS. Se retiró la solución de lavado. 
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• Se preparó y añadió la solución de anticuerpo secundario como se 

recomienda por el fabricante. 

• Se incubó durante la hora y la temperatura recomendada, protegido de 

la luz. 

• Se retiró la solución de anticuerpo secundario. 

 

• Se lavó cada cubreobjetos o bien dos veces con 3% de BSA en PBS. 

Se retiró la solución de lavado. 

 

6.  La tinción de ADN 

• Se diluyó Hoechst  (componente F) 1: 5000 en PBS para obtener una 

solución 1X Hoechst 33342. 

• Se añadió 100 ml 1X solución Hoechst 33342 por cubreobjetos o bien 

se incubó durante 15 minutos a temperatura ambiente, protegido de la luz. Se 

eliminó la solución de Hoechst 33342. 

• Se lavó cada cubreobjetos o bien dos veces con PBS. Se retiró la 

solución de lavado. 

2.7. INDUCCIÓN ADIPOGÉNICA 
Insumos: 

1. Isobutilmetilxantina (Sigma)  0,5 mM 10-

3 molar. 

2. Dexametasona (Sigma) 0,5 μM, 10-6 molar 

3. Medio de cultivo DMEM (Medio de Eagle ́s 

modificado por Dulbbeco, SIGMA-ALDRICH). 

4. Suero Fetal Bovino (GIBCO) 20% 

5. insulina (Sigma) 10 μg / ml  

6. Oil Red (Sigma) 

Fig. 14 Insumos para diferenciación adipogénica, 

Foto tomada del Laboratorio Académico de 

Ingeniería Tisular y Medicina Traslacional 
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Método: 

1. Se retiró el medio de cultivo de la caja Falcón (santa cruz), y se le 

agregó 5ml de Tryple Express (GIBCO). Posteriormente, se incubó en la 

incubadora (BINDER) por 5 min. con 5% de CO2 y 95% de oxígeno a 37°C.  

2. Transcurrido este tiempo, se observó al microscopio óptico invertido 

(LEICA) que las células se hallan despegaran de la caja de cultivo (se deberá 

observar una morfología redondeada, en suspensión en el medio de cultivo, lo 

que  demostrará que las células se desprenden del plástico), si las células ya 

están despegadas, se le agregara 3 ml de medio de cultivo  DMEM (Medio de 

Eagle ́s modificado por Dulbbeco, SIGMA-ALDRICH) para dedeter el efecto del 

tryple express, de lo contrario se incubará de nuevo por 2 minutos. 

3. Se colocará este contenido cuidadosamente con ayuda de una pipeta 

de 5 ml. en tubos de 13ml. (KIMA) y posteriormente se colocará en la centrifuga 

(SIGMA modelo 1-14) durante 10 minutos a 1000 rpm. Se retirará con mucho 

cuidado el sobrenadante, procurando de no mover el pellet, posteriormente con 

una micropipeta se colocarán las células en placas de 24 pocillos, en una 

cantidad de  0.200 ul. Se agregará 2ml de Medio de cultivo DMEM (SIGMA-

ALDRICH), enriquecido con 10% de Suero Fetal Bovino (GIBCO) Penicilina 

(1000U/ml) /Estreptomicina (1mg/ml) /Anfotericina B (2.5mg/ml) SIGMA 

ALDRICH).  

4. Los pocillos de cultivo se colocarán  en la  incubadora con 5% de CO2 

y 95% de oxígeno a 37°C (BINDER). Se cambiara medio de cultivo cada 3 días. 

Durante 10 días. Hasta que alcancen el 50-60% de confluencia. 

5. La diferenciación a adipocitos se inicia cambiando el medio a 2ml de 

Medio de Inducción Adipogénico (DMEM con suero fetal bovino al 20% que 

contiene 0,5 μM, 10-6 molar de dexametasona, isobutilxantina 0,5 mM 10-3 molar 

(Sigma).Este medio se deja sobre las células durante 48 horas con las células 

mantenidas a 37ºC, CO2 al 5% y 90% de humedad60.  

6. Después se sustituye por Medio de Mantenimiento Adipogénico 

(DMEM que contiene FBS al 20% y 10 μg/ml de insulina). El medio se cambia 
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cada 3-4 días. Las células  comienzan a mostrar pequeñas vacuolas lipídicas a 

los 3-7 días, y éstas aumentan y se hacen más numerosas con el tiempo, hasta 

al menos 30 días. 

2.8. EVALUACIÓN DE LA ADIPOGÉNESIS POR TINCIÓN OIL-RED 
Hay varios métodos para evaluar la diferenciación adipogénica, tales como 

la tinción de vesículas lipídicas. 

El método más directo es la detección de la deposición de lípidos intracelular, 

que puede demostrarse por tinción de las monocapas ASC diferenciadas con Oil 

Red. 

1. Se preparará 30% de Oil red en 70% de isopropanol, se mezclan 

durante 2 horas y se filtra con un filtro de 0.45μ antes de su uso. Lavar las  

células diferenciadas 2-3 veces con PBS. 

2. Las Células se fijan en paraformaldehído al 1% durante 10 minutos a 

temperatura ambiente. 

3. Se colocarán las  células con 30 % Oil Red O en isopropanol durante 

60 min. 

4. Visualizar los depósitos de lípidos en las células diferenciadas 

utilizando microscopía de luz 

 

Fig 15 Insumos utilizados para la tinción, Oild-Red e Isopropanol, Foto tomada del Laboratorio 

Académico de Ingeniería Tisular y Medicina Traslacional 
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3. RESULTADOS:  

Cultivo Celular.  

Iniciado el cultivo por explante, las células fueron observadas diariamente 

bajo microscopía óptica para evaluar su proliferación, no dando resultados de 

morfología fibroblastoide y adherencia a la superficie plástica, según los criterios de 

la ISCT (Dominici et al.,). A las 4 semanas de cultivo no se observó la presencia de 

células madre mesenquimales con la morfología mencionada y adherencia al 

plástico. Se realizaron varios cultivos por explante, en los cuales en ninguno se 

observó confluencia. 

 

Fig.16 Cultivo por explante: a) Explante observado a los 7 días, b) explante observado a los 14 

días, c) Explante observado a los 21 días, d) explante observado a los 28 días. Foto tomada del 

Laboratorio Académico de Ingeniería Tisular y Medicina Traslacional. 

 

En cambio los cultivos realizados por medio de la técnica de digestión 

enzimática se observaron a las 2 semanas las primeras células con fenotipo 

fibroblastoide, fueron observadas por medio de microscopía óptica, se dejaron 
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durante 4 semanas hasta alcanzar una confluencia del 85% y se realizó el primer 

pase. Las CMM de folículo dental alcanzaron una confluencia  del 90%. Se 

demuestra su capacidad de proliferación. Se observaron los cultivos de CMM 

derivadas de  folículo dental que alcanzaron una confluencia del 100% 

 

 

Fig.17 Cultivo realizado por técnica de digestión enzimática; a)Confluencia celular a la semana 

2, b) confluencia celular semana 4, c) y d) confluencia celular a la semana 5 y 6 respectivamente, 

Foto tomada del Laboratorio Académico de Ingeniería Tisular y Medicina Traslacional 

 

Expresión de marcadores antigénicos de superficie celular para la 

indentificación de células mesenquimales de folículo dental a través de la 

purificación por medio De MACS, con anticuerpo anti-CD44+. 

 

La identificación de células mesenquimales obtenidas a partir de folículo 

dental se realizó mediante la purificación celular por medio de MACS (Magnetic 

Activated Cell Sorting) las células fueron filtradas, siendo las positivas al anticuerpo 
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CD44, estas fueron sembradas y se dejaron proliferar para posteriormente realizar 

el análisis inmunocitoquímico, al realizar el coteo con la siguiente formula se obtuvo: 

 
𝑛° 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑣𝑎𝑠 ×10000 (1𝑚𝑙)

4 (𝑛° 𝑑𝑒 𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑒)
(2)|(5)=        

95×10000 (1𝑚𝑙)

4 (𝑛° 𝑑𝑒 𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑒)
(2)|(5)= 95000 células 

por ml 

 

Las células positivas fueron sembradas en portaobjetos, para posteriormente 

realizar el análisis inmunohistoquímico, utilizando el anticuerpo anti-CD44 y con el 

marcador de superficie para células hematopoyéticas con anticuerpo CD34 y tinción 

del núcleo con DAPI, (4 ',6-diamino-2-fenilindol), para el control negativo. 

Las células aisladas de folículo dental humano de segundo y tercer pasaje 

expresaron positivamente a los marcadores de superficie celular CD44, 

confirmando así la presencia de células mesenquimales, en cuanto al marcador 

específico para células hematopoyéticas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 18 Identificación de DFPCs. Imágenes de microscopia de fluorescencia de DFPCs para 

marcadores anti-CD44, la población purificada muestra positividad al anticuerpo CD44 y tinción 

de núcleos con DAPI. Imágenes obtenidas mediante microscopio de fluorescencia (UBIMED, 

FESI) 
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DETERMINCIÒN DE LA VIABILIDAD CELULAR  

LIVE & DEAD 

 

Fig. 19Evaluacion de la viabilidad celular de DFPCs con Live &Dead en 3 tiempos: a) día 3, b) día 

7, C) día 14 Imágenes obtenidas mediante microscopio de fluorescencia (UBIMED, FESI) 

Durante los ensayos de viabilidad se realizó prueba de live/dead a los 7, 14 

y 21 días respectivamente. Mediante tinción verde fluorescente calceina AM, fue 

absorbida por las células vivas siendo transportada a través de la membrana celular. 

La actividad de las enzimas esterasas transforma la calceina AM en calceina 

fuertemente fluorescente, esta es retenida por las células vivas provocando que 

fluoresca intensamente en color verde.El homodímero-1 de etidio rojo fluorescente  

para indicar las células con daño en la membrana plasmática, aumentando su 
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fluorescencia tras unirse a ácidos nucleicos, produciendo de esta manera una 

fluorescencia de color rojo brillante en las células muertas. 

TRONCALIDAD 

Para comprobar la presencia de células mesenquimales en los cultivos se 

realizó inmunomarcaje. 

Las células madre de Folículo Dental humano se expresaron positivas a los 

marcadores de superficie celular CD44 y Alexa 488  confirmando así la presencia 

de células mesenquimales. Se puede observar fluorescencia gracias al anticuerpo 

secundario Alexa Flúor 488, observándose en verde la membrana celular y en color 

azul la tinción de los núcleos DAPI. Fig. 20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EDU PROLIFERATION 

Ensayo Edu proliferation con click-It. Edu Alexa Fluor 488 

Los ensayos exponen  células en fase S del ciclo celular (citoplasma verde, 

núcleos azules) expresando así que se encuentran en proliferación. Contradictorio 

a las células a las cuales se les agrego DMSO, en estas se observa un citoplasma 

no delimitado y la tinción de algunos núcleos, como lo muestran las imágenes de 

microscopia de fluorescencia.  

Fig. 20 puede observar fluorescencia gracias al anticuerpo secundario Alexa Flúor 

488, observándose en verde la membrana celular y en color azul la tinción de los 

núcleos DAPI Imágenes obtenidas mediante microscopio de fluorescencia 

(UBIMED, FESI) 
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Fig. 21 Ensayo con EDU Proliferation tratados con Kit EdU Alexa Flúor. a) día 3, B) Día 7, C) Día 

14. Imágenes obtenidas mediante microscopio de fluorescencia (UBIMED, FESI). 

 

CFU 

 

Los cultivos realizados de células mesenquimales de Folículo Dental, fueron  

valorados por medio de la técnica de tinción de azul de toluidina, evaluando así su 

eficiencia de la formación de colonias, siendo estas teñidas con colorante azul, que 

posee una afinidad por los ácidos nucleicos, uniéndose así a los componentes 

nucleares de los tejidos con un alto contenido de DNA y RNA para así teñir células 

que se encuentran en fase proliferativa.  
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Las evaluaciones se realizaron a 7 y 14 días, observándose la diferencia  que 

hay entre el día 7 y 14, demostrando el que el crecimiento fue significativo. 

   

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

b 
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Fig. 22 Ensayo CFU a y b) día 7, c y d) día 14 respectivamente. Foto tomada del 

Laboratorio Académico de Ingeniería Tisular y Medicina Traslacional 
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TUNEL 

Método directo para estudiar la apoptosis celular, fragmentación del ADN, 

durante esta las endonuclesas nucleares dirigen en DNA génomico en fragmentos 

oligonucleosomales. Estos se marcan mediante la incorporación catalítica, por 

medio de la enzima transferasa deoxinucleotidil terminal (TdT). 

Logramos observar aquellas células que presentaron rupturas de DNA 

características de apoptosis y sin rasgos morfológicos celulares aún de apoptosis.  

 

APÓPTOSIS CELULAR POR TUNEL 

Fig. 23 Marcación de  células que han sufrido daño severo en el ADN, para lo cual se utilizó 

BrdUTP. Imágenes obtenidas mediante microscopio de fluorescencia (UBIMED, FESI) 
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Diferenciación a linaje adipogénico. 

Las células DFPCs fueron tratadas con un glucocorticoide, dexametasona, 

esta regula el AMPc (Adenosín monofosfato cíclico) es un nucleótido que funciona 

como segundo mensajero en varios procesos biológicos. Es un derivado del 

adenosín trifosfato, y se produce mediante la acción de la enzima adenilato ciclasa 

a partir del adenosín trifosfato, y un compuesto que inhibe la actividad de la 

fosfodiesterasa que degrada el AMPc, isobutil-metilxantina. Fue empleado también 

un factor de crecimiento, insulina.  

El medio de Inducción Adipogénico (DMEM con suero fetal bovino al 20% 

que contiene 0,5 μM, 10-6 molar de dexametasona, isobutilxantina 0,5 mM 10-

3 molar (Sigma) fue cambiado cada 3-4 días, las DFPCs comenzaron a mostrar 

pequeñas vacuolas lípidicas a los 7 días y estas fueron aumentando con el tiempo, 

hasta al menos 30 días. 

Para evaluar su multipotencialidad las células provenientes de folículo dental 

fueron sometidas a la exposición  de dexametasona, isobutil-metilxantina e insulina, 

las células experimentaron diferenciación que resulta en la producción de vacuolas 

intracelulares que contienen lípidos61.  

Para evaluar la detección de vesículas lipídicas se dispuso de un colorante 

liposoluble, oil red, para teñir las vacuolas lipídicas en los adipocitos, este colorante 

hidrófobo tuvo una propensión a acumularse en las vacuolas que contienen lípidos 

de los adipocitos en desarrollo, pudiendo así identificar fácilmente las células 

adipogénicas en poblaciones de DFPCs que se están diferenciando. 
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  Fig. 24 Diferenciación adipogénica, tinción con Oil-Red, en las imágenes podemos 

observar cultivos confluentes, las células teñidas con oil-red, donde son evidentes las 

vacuolas lipídicas.  Foto tomada del Laboratorio Académico de Ingeniería Tisular y 

Medicina Traslacional 

 



 

 
Dierenciación a Linaje Adipogénico de Células Troncales de Folículo Dental 

 
52 

 

4. DISCUSIÓN 
Las DFPC constituyen una fuente celular útil en la generación de tejidos, surgen 

de un estadio temprano del desarrollo del órgano dentario y juega un papel muy 

importante para la función biológica de la erupción del diente62. Además, este tejido 

alberga células progenitoras para el periodonto. Se cree que las células del folículo 

dental cerca de la raíz de conformación (más interna) se diferencian en la formación 

cementoblastos (cemento) y que las células hacia el hueso alveolar (más externa) se 

diferencian a osteoblastos. Las Células del folículo dental que se encuentran en el 

centro entre las células precursoras cementoblasto y osteoblastos se desarrollan en 

los fibroblastos que producen la matriz extracelular (ECM) de la PDL63. 

Los objetivos de este estudio fueron aislar y cultivar células mesenquimales de 

folículo dental de dientes inmaduros de pacientes jóvenes, caracterizar su 

inmunofenotipo, determinar su proliferación y su potencial de diferenciación a linaje 

adipogénico. Para lograr estos objetivos, se definieron criterios de inclusión para los 

órganos dentarios a utilizar; de esta forma, se examinaron terceros molares de 

pacientes jóvenes de entre 16 y 20 años de edad. Para determinar la existencia de 

células madre, se realizaron dos técnicas de cultivo: por explante y por digestión 

enzimática. Esta última dando resultados a partir de la segunda semana observándose 

confluencia celular, con morfología fibroblastoide. Asimismo, a la quinta semana se 

observó CFU-F (Unidades formadoras de colonias fibroblasticas), características 

reportadas para células mesenquimales por Friedenstein et al1. Caso contrario a la 

técnica de explante, en la cual no hubo confluencia celular. 

Los cultivos de células madre de Folículo Dental humano que se obtuvieron 

presentaron una alta viabilidad mayor al 80% y un grado de apoptosis bajo.  De tal 

modo, mostraron una buena proliferación en la segunda y tercera semanas mediante 

la técnica de digestión enzimática, en comparación a las pulpares, ya que estas últimas 

dieron resultados positivos con técnica de explante, aunque más lento. Sin embargo, 

esto se puede deber a la diferente composición que presenta cada tejido. Mientras que 

el folículo corresponde a un tejido conectivo de características laxas, la pulpa presenta 

un tejido conectivo de características más fibrosas64. 
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Gronthos et al1. Reportaron a las moléculas CD44 y el STRO-1 como 

marcadores positivos de superficie específicos de las células mesenquimales de 

origen dental. Morsczeck et al30, fueron los primeros en caracterizar las DFPC, se 

encontraron Notch- 1 y nestina en el tejido del folículo dental como marcadores 

probables para las células no diferenciadas65. Fue descrito Notch- 1 como un marcador 

para las células madre neuronales y de las células madre dentales66. 

En los resultados obtenidos de la técnica de viabilidad celular LIVE & DEAD 

sembradas a tres tiempos (días 7, 14 y 21) se observa una mayor actividad esterasa 

(fluorescencia en verde) en comparación con células muertas con fragmentación de 

membrana celular (fluorescencia en rojo) siendo visible escasa mortalidad celular. 

Utilizando la prueba de TUNEL, ya que siendo un método directo para estudiar 

la apoptosis celular, esta detecta la fragmentación del ADN, basada en la capacidad 

que presentan los extremos del ADN hidrolizados por la endonucleasa a unirse a una 

cadena de dioxigenina dUTP. Son identificados por la enzima desoxinucleotidil 

transferasa terminal (TdT), que cataliza la adición de dUTPs en los extremos 3’-OH del 

ADN fragmentado. Este método puede marcar células que han sufrido daño severo en 

el ADN, se logra mediante fluoróforos o haptenos, en este caso biotina o bromo, que 

pueden ser detectados con estreptavidina o anticuerpos, para lo cual se pude utilizar 

biotin, Dtup o BrdUTP. Logramos observar aquellas células que presentaron rupturas 

de DNA características de apoptosis y sin rasgos morfológicos celulares aún de 

apoptosis.  

Se realizó ensayo con EDU proliferation a 3 tiempos (día 7, 14 y 21) donde se 

muestra que las DFPCs son altamente proliferativas observándose que las células se 

encuentran en la interfase, específicamente en la fase de síntesis (S) del ciclo celular, 

siendo en esta etapa donde la célula duplica su material genético para pasarle una 

copia completa del genoma a cada una de sus células hijas.  

Realizando estas pruebas de viabilidad y proliferación celular, los resultados 

coinciden en que las DFPCs son altamente proliferativas y viables coincidiendo con 

las estudios citados anteriormente. 
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Se comprobó que las células aisladas y cultivadas de 

folículo dental correspondían a células madre mesenquimales humanas, siendo éstas 

más fáciles de obtener y proliferar. Las CMM de folículo dental presentaron un mayor 

potencial de diferenciación  comparación a las CMM de pulpa in vitro, probablemente 

debido a su estado evolutivo más inmaduro67.  Es necesario destacar que en las 

condiciones de este experimento, las CMM de folículo dental lograron diferenciarse 

hacia adipocitos, siendo expuestas a medio inductor adipogénico (dexametasona, 

insulina e isobutyl-metilxantina) variando con otros estudios la isobutyl-metilxantina, 

siendo modificada por indometacina u omitiéndola, teniendo como resultado un buena  

diferenciación68, mientras que las CMM de pulpa no lograron tener esa capacidad, 

indicando así el mayor potencial de diferenciación que presentan las células de folículo 

dental en comparación a las de pulpa. En este trabajo, las células mesenuimales de 

folículo dental, mantenidas en un medio específico se logró la inducción a linaje 

adipogénico, demostrando el potencial de las DFPCs para generar vacuolas lípidicas 

en las células inducidas analizadas con la tinciónmas usual, oil-red, en un estadio 

temprano. 

La información de esta investigación demuestra que las CMM de folículo dental 

presentan una gran capacidad proliferativa, poseen plasticidad, existen indiferenciadas 

y mantienen ese fenotipo hasta que son expuestas a señales apropiadas, tienen 

habilidad de autorenovarse por tiempos prolongados. En consecuencia, existe un gran 

potencial para aislar CMM de folículo dental de un solo diente que pudieran ser 

utilizadas en medicina y odontología regenerativa. 
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5. CONCLUSIONES: 
 

La células derivadas del folículo dental de terceros molares inmaduros 

humanos, contienes poblaciones celulares, entre las cuales destacan células 

mesenquimales, que expresan marcadores como CD44, que las identifican como 

células mesenquimales multipotentes. 

La técnica realizada por medio de digestión enzimática resulto efectiva  para 

la realización de cultivo celular de folículo dental en un periodo de 2 semanas. 

La técnica de MAC´s resulto efectiva para obtener una población homogénea 

de células mesenquimales de folículo dental (DFPCs). 

Los ensayos de viabilidad y proliferación celular de DFPCs demostraron su 

potencial altamente proliferativo y viable, siendo así una fuente utilizada para la 

medicina regenerativa. 

El potencial de diferenciación quedo demostrado al realizar la tinción con oil-

red, tiñendo así las vacuolas lipídicas de las células diferenciadas, bajo las 

condiciones específicas de inducción.  

La utilidad de células mesenquimales depende de su fuente de obtención y 

la accesibilidad al tejido de origen. 

Se confirma el potencial de diferenciación a linaje adipogénico de células 

troncales de folículo dental 
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