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RESUMEN
El presente trabajo de investigación tiene como obje-
tivo principal el aislar, expandir y caracterizar inmu-
nofenotípicamente células madre mesenquimales de 
la pulpa dental humana, según los criterios mínimos 
propuestos por The International Society for Cellular 
Therapy (ISCT), como así también establecer la puesta 
a punto de las técnicas y protocolos de procedimien-
tos para tal fin. Los cultivos fueron permanentemen-
te monitoreados mediante microscopio invertido con 
contraste de fase y la inmunotipificación fue realizada 
por citometría de flujo.

Palabras clave: células madre, tejidos dentales, me-
dicina regenerativa, cultivo celular, ingeniería celular.

ABSTRACT
The main objective of the present study is to isolate, 
expand and immunophenotypically characterize 
mesenchymal stem cells from human dental pulp, 
according to the minimum criteria proposed by The 
International Society for Cellular Therapy (ISCT), as 
well as to establish the fine-tuning of the techniques 
and procedural protocols for this purpose. The 
cultures were permanently monitored by inverted 
microscope with phase contrast and immunotyping 
was performed by flow cytometry.

Keywords: stem cell, dental tissue, regenerative 
medicine, cell culture, tissue engineering

INTRODUCCIÓN
Una peculiaridad que caracteriza a la medicina de 
nuestro tiempo es la utilización de los genes, las cé-
lulas, los tejidos y la combinación de estos como nue-
vos recursos terapéuticos. Esto es posible gracias a 
los avances alcanzados en el campo de la ingeniería 
genética, celular y tisular en el siglo XXI, con un po-
tencial inmensurable por delante, que posiblemente 
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logrará mejoras significativas en el tratamiento de 
numerosas enfermedades. 
El desarrollo de estas terapias constituye uno de los 
más importantes desafíos de la medicina actual en 
sus diferentes áreas. Estas terapias incluyen células 
vivas y moléculas biológicas con potencial prolifera-
tivo y de diferenciación que, a diferencia de un fár-
maco tradicional, continúan su acción metabólica y 
terapéutica dentro del organismo receptor (Zapata 
Linares y García Quiroz, 2011). 
Estas terapias regenerativas innovadoras combinan 
aspectos de la medicina, la biología celular, las cien-
cias básicas y la ingeniería (ciencia multidisciplinar), 
con el objetivo de regenerar, reparar o reemplazar te-
jidos o células dañadas, según la International Socie-
ty of Hematotherapy and Graft Engineering (ISHAGE) 
(Areman, 1997). 
La ingeniería tisular y la medicina regenerativa son 
términos utilizados en el área de la salud para referir-
se a la rama de la medicina que se ocupa de la trans-
formación de estas ideas en hechos prácticos (NIH, 
2020). La generación de tejidos y órganos a partir de 
pequeñas muestras o biopsias de un ser vivo, están 
científicamente avanzadas (Pellegrini et al., 2017; De-
tela y Lodge, 2019), y seguramente tendrán un gran 
impacto en la medicina clínica de los próximos años. 
Surge entonces el concepto de “Odontología Regene-
rativa”, incluyendo endodoncia, periodoncia y cirugía 
bucomaxilofacial, entre otros, con la finalidad de re-
construir y regenerar el daño o pérdida de los teji-
dos orales, como periodonto, complejo pulpa-dentina, 
hueso, mucosa y tejidos orofaciales en general (Hon-
da et al., 2010).
Las células madre mesenquimales (CMM) adultas, las 
cuales no han alcanzado el estadio de diferenciación 
terminal (Potdar y Deshpande, 2013), fueron inicial-
mente descriptas por Friedenstein et al., (1987) como 
células fibroblásticas, formadoras de colonias no he-
matopoyéticas y, por lo tanto, capaces de dar lugar 
a varios linajes celulares como condroblastos, osteo-
blastos, adipoblastos (Pittenger et al., 1999), cardio-
miocitos y otros muchos tipos celulares (Chen et al., 
2012; Chamberlain et al., 2007; Minguell et al., 2001). 
Las CMM son de origen mesodérmico (Caplan, 1991) 
y pueden diferenciarse a todos los tipos celulares que 
provienen de esta misma capa embrionaria y otras, 
dada su plasticidad (Jiang, 2002; Lakshmipathy y 
Verfaillie, 2005). Se caracterizan por ser células indi-
ferenciadas (no especializadas), por su capacidad de 
autorenovación (autoclonogenicidad), y finalmente por 
poder diferenciarse tanto a células de origen mesen-
quimal como no mesenquimal, gracias a su plasticidad 
celular (potencial transgermal) (Yen y Yelick, 2011).
Las CMM derivadas de tejidos adultos, no generan 
preocupación ética ni moral para su uso en terapias 
humanas. Estas células, originalmente obtenidas de la 
médula ósea, han sido consideradas por mucho tiem-

po como la principal y casi única fuente de CMM. Pero 
habiendo sido obtenidas y caracterizadas por los in-
vestigadores en varios nichos, y dado que su recolec-
ción de la médula ósea es un procedimiento doloroso 
e invasivo, actualmente se utilizan células madre que 
pueden ser aisladas de diferentes fuentes, tales como 
tejido adiposo (Zuk et al., 2002; Shi y Gronthos, 2003), 
cordón umbilical, pulpa dental y ligamento periodontal 
(Gronthos et al., 2000, Estrela et al., 2011) entre otros 
(Friedlander et al., 2009; Yen y Yelick, 2011, Thomson 
y Kahler, 2010). Ya se ha establecido que estas pobla-
ciones celulares obtenidas de estos nichos, tienen las 
mismas propiedades de indiferenciación, renovación 
y diferenciación que las CMM de médula ósea y, por 
lo tanto, pueden utilizarse para futuras terapias rege-
nerativas en diversas enfermedades. Es por eso que 
actualmente se opta por utilizar estas fuentes menos 
invasivas y menos dolorosas para su obtención (Zuk 
et al., 2002).
The International Society for Cellular Therapy (Domi-
nici et al., 2006) propuso 4 criterios mínimos para po-
der caracterizar a una célula como CMM, y estos son: 
1. adherencia al plástico en condiciones estándar de 

cultivo;
2. la morfología celular debe ser fibroblastoide, fusi-

forme;
3. expresión de antígenos de superficie específicos 

(marcadores celulares). Estos deben ser positivos 
para los fenotipos CD73, CD90 y CD105 y menos del 
2% (fenotipo negativo) para CD34 (células endote-
liales), CD 45 (células leucocitarias) CD14 y CD11 
(marcadores de macrófagos y monocitos) CD79 y 
CD19 (marcador de linfocito B) y HLA-DR (Clase II);

4. capacidad de diferenciación a osteoblasto, con-
droblasto y adipoblasto bajo condiciones de cultivo 
estándar in vitro, y ser demostrado por la tinción 
correspondiente.

 
La pulpa dental humana es un gran reservorio de 
CMM indiferenciadas (Gronthos et al., 2000; Murray 
et al., 2007). Estas células madre derivan del ectoder-
mo de la cresta neural y tienen gran potencial de pro-
liferación y de diferenciación según el micro ambiente 
y los estímulos a los que se las somete. Las células 
madre derivadas de la pulpa dental o, en inglés, Den-
tal Pulp Stem Cell (DPSC) tienen un fenotipo de CMM y 
éstas se pueden diferenciar en neuronas, cardiomio-
citos, condrocitos, osteoblastos, células hepáticas y 
células 𝝱 del islote del páncreas. Las DPSC han de-
mostrado un gran potencial para su uso en medicina 
regenerativa.
Los gérmenes de los terceros molares comienzan su 
desarrollo aproximadamente a los 6 años de edad. 
Este tejido embrionario de la lámina dentaria perma-
nece inactivo e indiferenciado en los maxilares hasta 
aproximadamente los 18 años de edad. Una gran par-
te de esta población de células indiferenciadas resi-
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de en la zona rica en células de la pulpa del germen 
dentario, necesarias para el desarrollo completo del 
diente (D’Aquino et al., 2009). Por esta razón los terce-
ros molares representan una gran fuente de células 
madre de pulpa dental humana.

MATERIALES Y MÉTODOS
Aislación y cultivo de CMM adultas, en la Cátedra de 
Cirugía y Traumatología Bucomaxilofacial III, de la 
Facultad de Odontología de la Universidad de Buenos 
Aires (FOUBA). Para tal fin se recolectaron gérmenes 
de terceros molares inferiores y superiores sanos de 
pacientes voluntarios jóvenes de ambos sexos. 
Los molares extraídos fueron lavados con solución fi-
siológica para luego, de forma inmediata, hacer la ex-
tracción de la pulpa dental dividiendo longitudinalmen-
te las piezas dentarias con instrumental rotatorio. 
A continuación, se desprendió la pulpa de su cavidad 
utilizando curetas pequeñas (Figura 1). Una vez obte-
nida la pulpa en un ámbito aséptico, y manteniendo 

FIGURA 1AB. Obtención de la pulpa dental 
humana en esterilidad

FIGURA 2. Pulpa dental en caja de petri sin 
procesar en medio de cultivo

FIGURA 4AB. Siembra de los explantes de 
un tamaño aproxima de 2 a 3 mm

FIGURA 3. Pulpa dental procesada

FIGURA 5A. Magnificación 10X, después 
de 5 días en cultivo, se observa como las 
células madre con su característica típica 
fusiforme han salido del explante y en forma 
de líneas ordenadas se han expandido por 
la superficie de la botella de cultivo B. Mag-
nificación 40X, se observa una confluencia 
de las células en cultivo cercana al 70%, con 
una alta tasa de proliferación
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la cadena de esterilidad, se colocó inmediatamente 
en tubo tipo falcón que contenía “Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium” (DMEM) con suero fetal bovino, anti-
bióticos, y se mantuvo en refrigeración controlada a 
4° C (Figura 2). 
Una vez en el laboratorio, el tejido pulpar se lavó de 
forma seriada con cinco soluciones de DMEM con an-
tibióticos; se la reposó en una caja de petri de 100 mm 
de diámetro donde se procedió al corte con la ayuda 
de una hoja de bisturí Nro. 24 en pequeños fragmen-
tos de entre 2 y 3 mm (Figura 3).
La técnica de cultivo elegida fue por explante. Los ex-
plantes fueron cultivados en DMEM con antibióticos y 
suero fetal bovino, en botella de cultivo que permitía 
el intercambio gaseoso con la atmósfera de la estufa 
(Figura 4). 
Cada 48 hs se realizó el cambio del medio de cultivo. 
La estufa cuenta con una atmósfera controlada en 
humedad, gases y temperatura, todas ellas óptimas 
para el desarrollo del cultivo celular. Se logró la con-



REV FAC ODONTOL, UNIV BUENOS AIRES  I  2021  I VOL 36 N° 8370

CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES DE LA PULPA DENTAL

fluencia del 80% a los 14 días, se procedió a la trip-
sinización del cultivo para producir el despegado de 
las células de la superficie del frasco de cultivo y se 
sembraron con una dilución de 1/10 en nuevas bote-
llas de cultivos. Parte de estos cultivos fueron utiliza-
dos para hacer tinción de Hematoxilina-Eosina para 
la observación de las características morfológicas de 
las células, y otra parte para ensayos de inmunotipi-
ficación. 

RESULTADOS
La primera caracterización de las CMM adultas pro-
venientes de la pulpa dental se realiza por observación 
in vitro, dada por la adherencia de las células a la su-
perficie del plástico según la ISCT, y observación en mi-
croscopio invertido con contraste de fases. Se evaluó 
diariamente y observó su característica típica celular 
con morfología fibroblastoide. En la Figura 5A magni-
ficación 10X, después de 5 días en cultivo, se observa 
como las células madre, con su característica típica 
fusiforme, han salido del explante y en forma de líneas 
ordenadas se han expandido por la superficie de la bo-
tella de cultivo. En la Figura 5B magnificación 40X, se 
observa una confluencia de las células en cultivo cer-
cana al 70%, con una alta tasa de proliferación. En la 
Figura 6A, la observación a ojo desnudo de una tinción 
de Hematoxilina-Eosina de la formación de una colonia 
y en la Figura 6B, el cultivo en confluencia cercano al 
80%.
En las tinciones con Hematoxilina-Eosina, se pueden ob-
servar al microscopio las células con sus núcleos cén-
tricos en un patrón de crecimiento ordenado en líneas, 
con una confluencia mayor al 90% (Figura 7A y 7B).

En el microscopio invertido con contraste de fase con 
magnificación 1000X, se pueden observar en esta 
tinción los núcleos de las células en cultivo en color 
rosa y en su interior fuertes condensaciones, lo que 
es compatible con los Cuerpos de Cajal. Estos son 
suborgánulos esféricos que se encuentran en el nú-
cleo celular (en la vecindad del nucléolo), en células 
cuya tasa de proliferación y actividad metabólica es 
muy alta, como en el caso de las neuronas o células 
en cultivos entre otras. Su tamaño puede ir de 0.1 a 
2.0 micrómetros y su número de uno a cinco por cada 
núcleo, variando a lo largo del ciclo celular y entre los 
diferentes tipos celulares (Figura 8).
El núcleo es un orgánulo dinámico, particularmente 
durante la mitosis. En estas microfotografías (Figura 
9 A, B y C) pueden apreciarse las diferentes etapas de 
la división celular como pueden ser la metafase (Fi-
gura 9A, izquierda abajo), los cromosomas totalmente 
condensados situados en el centro de la célula, for-
mando la placa ecuatorial. Anafase en la Figura 9A 
derecha arriba y Figura 9B, se observan las cromáti-
das de los cromosomas dirigiéndose hacia cada uno 
de los centriolos, situado uno en cada polo de la célu-
la. Citocinesis, en la Figura 9C se ve el paso final del 
largo proceso de la división celular indicado con una 
flecha (microscopio invertido con contraste de fase 
con magnificación 1000X).
En todos los casos se puede observar claramente 
cómo la célula se ha despegado parcialmente de la 
superficie del plástico, lo que da la birrefringencia, 
cambiando su forma fusiforme característica, por 
una más redondeada. 
Ensayos de diferenciación: capacidad multipotencial 

FIGURA 6A.  Observación a ojo desnudo de una tinción de Hema-
toxilina-Eosina de la formación de una colonia. B. Cultivo en con-
fluencia cercano al 80%

FIGURAS 7A Y 7B. Se pueden observar en 
las células con sus núcleos céntricos en un 
patrón de crecimiento ordenado en lineas, 
con una confluencia mayor al 90 %. Tinción
hematoxilina – eosina

6A

7A 7B

6B
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FIGURA 8. Microcospio invertido con con-
traste de fase con magnificación 1000X. En 
esta tinción se pueden observar los núcleos 
de las células en cultivo en color rosa, y en 
su interior, fuertes condensaciones, compa-
tibles con los Cuerpos de Cajal

FIGURA 10. Capacidad multipotencial de diferenciación ha-
cia linaje Osteogénico, Adipogénico y Condrogénico. Fuente: 
https://www.eurostemcell.org/es/celulas-madre-mesenqui-
males-las-otras-celulas-madre-de-la-medula-osea

Microscopio invertido con contraste de fase con magnifica-
ción 1000X, de la actividad y división celular, donde pueden 
observarse diferentes etapas de la división celular 
FIGURA 9A. Izquierda abajo, Metafase, los cromosomas 
totalmente condensados situados en el centro de la célula, 
formando la placa ecuatorial. B. Se observan las cromátidas 
de los cromosomas dirigiéndose hacia cada uno de los cen-
triolos, situado uno en cada polo de la célula. Anafase. C. Se 
observa el paso final del largo proceso de la división celular 
indicado con una flecha. Citocinesis.
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Diferenciación 
osteogénica

El color proviene 
de una tinción que 
marca las células 
óseas (tinción de 
von Kossa). 

Diferenciación 
Adipogénica

El color proviene  
de una tinción 
llamada Rojo Nilo 
que tiñe las células 
grasas de rojo

Diferenciación 
Condrogénica

Las células  
cartilaginosas  
aparecen teñidas  
de rojo debido  
al colorante  
safranina O

de diferenciación hacia linaje osteogénico, adipogéni-
co y condrogénico, bajo condiciones in vitro estándar 
de cultivo y demostrada con tinción específica (Figura 
10) (EuroStemCell, 2016).
Caracterización inmunofenotípica: Se prepararon 
dos pools de DPSC, cada uno con cuatro suspensio-
nes de diferentes cultivos de células madre de pulpa 
dental, todos ellos en igualdad de condiciones de cre-
cimiento. Una vez alcanzada una confluencia del 80% 
del tercer pasaje, se tomó una alícuota de igual vo-
lumen y densidad celular de cada una de ellas para 
conformar el pool. Se analizaron mediante citometría 
de flujo, con la cual se pudo demostrar que más del 
96% de las células tenían expresión positiva para los 
marcadores CD73, CD90 y CD105 y expresión negati-
va para los marcadores CD34, CD45 y HLA-DR clase 
II (Figuras 11 y 12).

10A 10B 10C
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FIGURA 11. Pool Nro 1. Conformado por cuatro cultivos diferentes de DPSC en 
igualdad de condiciones

FIGURA 12. Pool Nro. 2 Conformado por cuatro cultivos diferentes de DPSC en 
igualdad de condiciones
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NA
NA
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NA
NA
NA
NA
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96,35

DISCUSIÓN
En el presente trabajo de investigación, se llevó a 
cabo la puesta a punto de las técnicas y protocolos 
para la obtención y caracterización de células madre 
mesenquimales de pulpa dental humana. Se optó por 
el cultivo de explante, ya que las células se liberan 
con relativa rapidez y no sufren daño por acción de 
las enzimas digestivas (Huang et al., 2006). Los tiem-
pos para alcanzar la confluencia celular estuvieron 
dentro de los reportados por la literatura científica. 
Se superaron con éxito las diferentes etapas para lle-
gar a la obtención de DPSC, desde su comienzo con la 
desinfección de las piezas dentarias para prevenir la 
contaminación, lavados seriados, disgregación mecá-
nica de la pulpa y cada uno de los pasajes, como así 
también la inmunotipificación y tinciones correspon-
dientes. Las poblaciones de células mesenquimales 
de la pulpa dental humana aisladas mostraron capa-
cidad de adherirse a la superficie de las botellas de 
cultivo, morfológica típica de fibroblastos (fusiforme) 
y finas extensiones citoplasmáticas, generación de 
colonias celulares altamente proliferativas, expre-
sión de marcadores de superficie que caracteriza a 
las células madre mesenquimales adultas de pulpa 
dental humana. Las colonias se generaron en las ad-
yacencias de los explantes en forma centrífuga. En los 
pasajes celulares se utilizó una dilución celular 1/10. 

Vale destacar que hay una estrecha relación entre el 
número de células sembradas, densidad celular ini-
cial y el desarrollo de éstas. 
Las células madre de la pulpa dental (DPSC) surgen 
como una herramienta promisoria para su aplica-
ción en la Odontología Regenerativa, por su gran po-
tencial para ser utilizadas en la ingeniería de tejidos. 
Este estudio abre un camino hacia la investigación en 
la bioingeniería de materiales y tejidos con DPSC que 
podrían ayudar a los pacientes a alcanzar una mejora 
en su calidad de vida aplicando la medicina de preci-
sión. 
Perspectivas: Nos impulsa la pasión por la innova-
ción, el esfuerzo y el compromiso para contribuir con 
la constante evolución de la ciencia y la tecnología en 
los diferentes ámbitos, permitiéndonos así estar a la 
vanguardia de los nuevos desarrollos científicos. Ser 
generadores, desde la FOUBA, de conocimientos, pro-
ductos y servicios biotecnológicos de alta calidad y 
aceptación, así como también fomentar y fortalecer 
la interacción con equipos de trabajo de diferentes 
áreas de otros centros similares, que nos permitirá 
construir nuevos lazos y a la vez descubrir otras po-
sibilidades de desarrollo profesional.

CONCLUSIONES
La pulpa dental humana constituye un reservorio de 
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células madre mesenquimáticas indiferenciadas. Los 
terceros molares retenidos, que usualmente es nece-
sario extraer, constituyen una fuente apta para la ob-
tención y cultivo de dichas células a partir de su pulpa 
dental, mostrando un gran potencial de proliferación.
Las células madres mesenquimáticas indiferenciadas 
podrían jugar un papel clave en el avance en las tera-
pias regenerativas tisulares.
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