
 

 

 
 

Universidad de Granada 
Facultad de Medicina 
Departamento de Histología 

 
 
 

Evaluación de los perfiles de viabilidad 
celular de células madre de la pulpa dental y 

de la gelatina de Wharton como control de 
calidad para su uso en Ingeniería Tisular. 

 
 

TESIS DOCTORAL 

 
 

Miguel Ángel Martín Piedra 
Licenciado en Odontología 

Máster en Ingeniería Tisular 

 
 

Granada, 2014  



Editor: Editorial de la Universidad de Granada
Autor:  Miguel Ángel Martín Piedra
D.L.: GR 2046-2014
ISBN: 978-84-9083-231-8



II 

 
“Evaluación de los perfiles de viabilidad celular de células madre de la pulpa dental y de la gelatina de Wharton como 

control de calidad para su uso en Ingeniería Tisular” 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
I.S.B.N.: En trámite 
D.L.: En trámite  



III 

 
“Evaluación de los perfiles de viabilidad celular de células madre de la pulpa dental y de la gelatina de Wharton como 

control de calidad para su uso en Ingeniería Tisular” 

 

 
 

Universidad de Granada 
Facultad de Medicina 
Departamento de Histología 

 
 
 

Evaluación de los perfiles de viabilidad 
celular de células madre de la pulpa dental y 

de la gelatina de Wharton como control de 
calidad para su uso en Ingeniería Tisular. 

 
Memoria que presenta el Licenciado en  

Odontología y Máster en Ingeniería Tisular  
Miguel Ángel Martín Piedra  

para aspirar al título de Doctor. 

 
 
 
 

Fdo: Miguel Ángel Martín Piedra  



IV 

 
“Evaluación de los perfiles de viabilidad celular de células madre de la pulpa dental y de la gelatina de Wharton como 

control de calidad para su uso en Ingeniería Tisular” 

 
 

Universidad de Granada 
Facultad de Medicina 
Departamento de Histología 

 
 

Evaluación de los perfiles de viabilidad celular de células 
madre de la pulpa dental y de la gelatina de Wharton como 

control de calidad para su uso en Ingeniería Tisular. 

 
Los doctores Antonio Campos Muñoz y, Miguel Alaminos Mingorance, Catedráticos de 
Universidad e Ingrid Johanna Garzón Bello, Profesora Contratada Doctor, pertenecientes al 
Departamento de Histología de la Universidad de Granada. 
 
Certifican: 
 
Que el trabajo de investigación que recoge esta Memoria de Tesis Doctoral, titulada 
“Evaluación de los perfiles de viabilidad celular de células madre de la pulpa dental y de la 
gelatina de Wharton como control de calidad para su uso en Ingeniería Tisular”, presentada 
por el Licenciado en Odontología y Máster en Ingeniería Tisular, D. Miguel Ángel Martín 
Piedra, ha sido realizada bajo nuestra dirección en el Departamento de Histología de la 
Universidad de Granada y reúne todos los requisitos para su presentación y defensa. 

 
VºBº El director de Tesis VºBº El director de Tesis VºBº La directora de Tesis 

 
 
 
 
 

  

Fdo: Dr. Antonio Campos 
Muñoz 

Catedrático de Universidad 
Departamento de Histología 

Universidad de Granada 

Fdo: Dr. Miguel Alaminos 
Mingorance 

Catedrático de Universidad 
Departamento de Histología 

Universidad de Granada 

Fdo: Dra. Ingrid Johanna 
Garzón Bello 

Profesora Contratada Doctor 
Departamento de Histología 

Universidad de Granada 
  



V 

 
“Evaluación de los perfiles de viabilidad celular de células madre de la pulpa dental y de la gelatina de Wharton como 

control de calidad para su uso en Ingeniería Tisular” 

 
 
 

 

COMPROMISO DE RESPETO DE LOS DERECHOS DE AUTOR 

 

El doctorando D. MIGUEL ÁNGEL MARTÍN PIEDRA y los directores de la tesis D. ANTONIO 

CAMPOS MUÑOZ, D. MIGUEL ALAMINOS MINGORANCE y Dña. INGRID JOHANNA GARZÓN 

BELLO garantizamos, al firmar esta tesis doctoral, que el trabajo ha sido realizado por el 

doctorando bajo la dirección de los directores de la tesis y hasta donde nuestro 

conocimiento alcanza, en la realización del trabajo, se han respetado los derechos de otros 

autores a ser citados, cuando se han utilizado sus resultados o publicaciones.   

 

Granada, a 1 de septiembre de 2014 

 

Los Directores de la Tesis    El Doctorando   

 

 

Fdo.: Antonio Campos Muñoz   Fdo.: Miguel Ángel Martín Piedra 

 

 

Fdo.: Miguel Alaminos Mingorance 

 

 

Fdo.: Ingrid Johanna Garzón Bello 

 

 



VI 

 
“Evaluación de los perfiles de viabilidad celular de células madre de la pulpa dental y de la gelatina de Wharton como 

control de calidad para su uso en Ingeniería Tisular” 

  



VII 

 
“Evaluación de los perfiles de viabilidad celular de células madre de la pulpa dental y de la gelatina de Wharton como 

control de calidad para su uso en Ingeniería Tisular” 

 
 
 
 
 
 

A mis padres, 
profesores de vida. 

 
A mis hermanos, 

amigos para la eternidad.  



VIII 

 
“Evaluación de los perfiles de viabilidad celular de células madre de la pulpa dental y de la gelatina de Wharton como 

control de calidad para su uso en Ingeniería Tisular” 

 
AGRADECIMIENTOS 

 
 
En primer lugar, me gustaría agradecer a mis directores de Tesis 

Doctoral, las personas de las que más he aprendido a lo largo de este 

camino, y de las que espero seguir aprendiendo siempre. Un buen amigo 

me enseñó un día que “no se hace una Tesis, se hace un Doctor”. Por ello 

siento que la relevancia científica de este documento es tan importante 

como la formación heredada durante el proceso de su realización. 

Siempre estaré en deuda con ellos por haber compartido conmigo su 

tiempo, su conocimiento, lo mejor de si mismos, y, sobre todo, por 

haberme formado técnica, profesional y humanamente. 

 

Gracias al Prof. D. Antonio Campos Muñoz, un hombre del Renacimiento 

que ejerce en el siglo XXI, con gran maestría, la docencia, la investigación 

y la dirección de equipos humanos. Él me enseñó el poder y el manejo de 

la motivación. Siempre me acompañará el relato de Laín Entralgo, que él 

me transmitió, del niño que tiraba piedras al cielo. Gracias por mostrarme 

que lo importante no es llegar a la Luna, sino tirar las piedras cada vez 

más alto. 

 

Gracias al Prof. D. Miguel Alaminos Mingorance, una de las personas más 

inteligentes que jamás he conocido. De él aprendí que todo se puede 

aprender y que todo merece la pena ser aprendido. Gracias por tu 

atención, tus incontables horas de corrección y todo tu conocimiento 

compartido. 



IX 

 
“Evaluación de los perfiles de viabilidad celular de células madre de la pulpa dental y de la gelatina de Wharton como 

control de calidad para su uso en Ingeniería Tisular” 

Gracias a la Profª. Dña. Ingrid Johanna Garzón Bello, incansable 

investigadora de fina intuición y eficaz ejecución. Ella me enseñó 

muchísimas técnicas, ensayos y protocolos, pero por encima de eso, de 

ella aprendí la importancia de ser tenaz y paciente, a no desistir nunca y 

que siempre salen mejor las cosas cuando se hacen “con amor”. Gracias 

por contagiarme, día tras día, de tu tesón, tu perseverancia y tu 

constancia. 

 

Asimismo, quiero agradecer al resto de profesores y profesoras del 

Departamento de Histología de la Universidad de Granada, por ayudarme 

siempre que lo necesité y hacerlo siempre con una sonrisa. En especial, 

muestro mi agradecimiento a la Profª. Dña. María Carmen Sánchez 

Quevedo. Ella me enseñó que, junto a la motivación, el conocimiento y el 

tesón que me han brindado mis directores de Tesis, es fundamental un 

buen ambiente de trabajo lleno de cariño y simpatía. Gracias por todos los 

consejos durante estos cuatro años, en especial aquellos que recibí a la 

hora de impartir mis primeras horas de docencia. Igualmente quiero 

expresar mi gratitud al Prof. Pascual Vicente Crespo Ferrer que, junto a 

su asesoramiento, siempre me ayudó especialmente en toda la compleja 

gestión que conlleva el doctorado. 

 

No puedo olvidar a las demás personas que trabajan en el Departamento 

de Histología, que me acompañan cada día en el laboratorio y que hacen 

de cada día, un día mejor. Gracias a Ana Celeste, Camilo, Giuseppe, 

José Manuel, Boris, Miguel, Aníbal, Mario y al Prof. Ismael Rodríguez, 

entre otros. 



X 

 
“Evaluación de los perfiles de viabilidad celular de células madre de la pulpa dental y de la gelatina de Wharton como 

control de calidad para su uso en Ingeniería Tisular” 

 

Gracias de todo corazón a mis padres y mis hermanos, a quienes dedico 

esta Tesis Doctoral. Siempre fueron y siempre serán el pilar fundamental 

donde todo se sostiene. Siempre fueron y siempre serán los principales 

artífices de lo que alcancé en esta vida. Muchísimas gracias por haberme 

enseñado tanto. Ellos me enseñaron que una alegría compartida es el 

doble de alegre, y que una pena compartida es la mitad de triste. 

 

Por último, hago extensibles mis agradecimientos a todas aquellas 

personas que, aunque no cito expresamente, me han acompañado, me 

han ayudado, han celebrado conmigo o me han ayudado a levantarme. 

Gracias a todos. Una parte importante de este documento y una parte 

importante de mí, también os la debo a vosotros. 

 

Muchas Gracias, con total sinceridad. 

  



XI 

 
“Evaluación de los perfiles de viabilidad celular de células madre de la pulpa dental y de la gelatina de Wharton como 

control de calidad para su uso en Ingeniería Tisular” 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

“La prueba de todo conocimiento es 
el experimento. El experimento es el 

único juez de la verdad científica.” 
 

Richard Phillips Feynman 
Seis piezas fáciles 



XII 

 
“Evaluación de los perfiles de viabilidad celular de células madre de la pulpa dental y de la gelatina de Wharton como control 

de calidad para su uso en Ingeniería Tisular” 

 
 
 
ÍNDICE 
 
 
 
1. INTRODUCCIÓN ................................................................................................ 14 

1.1. La Ingeniería Tisular. .................................................................................... 15 

 

1.2. Células madre mesenquimales como sustrato en Ingeniería Tisular............18 

1.2.1. Las células madre de la pulpa dental (DPSC). .......................... .........19 

1.2.1.1. Propiedades, morfología y localización de las DPSC………......21 

1.2.1.2. Caracterización de las DPSC. .................................... …………24 

1.2.2. Células madre de la gelatina de Wharton del cordón umbilical  
humano (WJSC). .......................................................................................... 30 

 

1.3. Ensayos de viabilidad celular. ...................................................................... 33 

1.3.1. Evaluación de la integridad de la membrana celular. .......................... 33 

1.3.2. Ensayos funcionales. .......................................................................... 36 

1.3.3. Ensayos con biosensores de fluorescencia. ....................................... 38 

1.3.4. Ensayos morfológicos. ........................................................................ 39 

1.3.5. Microanálisis por energía dispersiva de rayos X. ................................ 39 

1.3.6. Determinación del perfil de expresión génica. .................................... 42 

1.3.7. Combinación de varios métodos. ........................................................ 43 

 

2. HIPÓTESIS ......................................................................................................... 46 

 

3. OBJETIVOS ........................................................................................................ 48 

 

 

 



XIII 

 
“Evaluación de los perfiles de viabilidad celular de células madre de la pulpa dental y de la gelatina de Wharton como control 

de calidad para su uso en Ingeniería Tisular” 

 

4. PUBLICACIONES CIENTÍFICAS ....................................................................... 50 

4.1 Evaluation of cell viability and apoptotic patterns in stem cells 
isolated from human dental pulp. .................................................................. 52 

 

4.2 Evaluation of the cell viability of human Wharton's jelly stem cells 
for use in cell therapy. ................................................................................... 60 

 

4.3 Average cell viability levels of human dental pulp stem cells: an 
 accurate combinatorial index for quality control in tissue engineering ......... 73 

 

4.4 Cell viability and proliferation capability of long-term human  
dental pulp stem cell cultures ........................................................................ 86 

 

5. DISCUSIÓN ........................................................................................................ 99 

 

6. CONCLUSIONES ............................................................................................. 115 

 

7. BIBLIOGRAFÍA ................................................................................................ 118 

 

 



1. Introducción   14 

 
“Evaluación de los perfiles de viabilidad celular de células madre de la pulpa dental y de la gelatina de Wharton como 

control de calidad para su uso en Ingeniería Tisular” 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUCCIÓN  



1. Introducción   15 

 
“Evaluación de los perfiles de viabilidad celular de células madre de la pulpa dental y de la gelatina de Wharton como 

control de calidad para su uso en Ingeniería Tisular” 

1.1. La Ingeniería Tisular. 

La Ingeniería Tisular o Ingeniería de Tejidos es un área emergente de la ciencia que 

aplica los principios de la biología y la ingeniería con el objetivo de comprender las 

complejas relaciones entre la estructura y la función de los tejidos para, de esta 

manera, desarrollar sustitutos viables (tejidos artificiales) que nos permitan mejorar, 

mantener o reemplazar tejidos u órganos dañados (Langer y Vacanti, 1993, Huang 

et al., 2008, Saber, 2009). El diseño y desarrollo de estos tejidos artificiales mediante 

técnicas de Ingeniería Tisular debe ser adecuado para que su morfología y su 

estructura histológica sea lo más mimética posible con los tejidos naturales o 

nativos. De igual forma, es importante el establecimiento de distintos controles de 

calidad, tanto de cada uno de los elementos implicados en el desarrollo del sustituto 

tisular como del sustituto tisular (tejido artificial) una vez desarrollado. 

El término “Ingeniería Tisular” fue empleado por primera vez por el Profesor Yuan-

Cheng Fung de la Universidad de California (San Diego, USA) cuando lo propuso, 

en 1987, en la National Science Foundation de los Estados Unidos. 

Desde finales de los años ochenta, y particularmente en los últimos años, se ha 

observado un gran interés en las aplicaciones de la Ingeniería Tisular. En este 

contexto, las técnicas de Ingeniería Tisular han permitido el desarrollo de diversos 

tejidos humanos como son la piel (Meana et al., 1998, Llames et al., 2004), la córnea 

(Gonzalez-Andrades et al., 2011, Garzon et al., 2014), la vejiga (Atala et al., 2006, 

Sloff et al., 2014) o la mucosa oral (Lauer y Schimming, 2001, Sanchez-Quevedo et 

al., 2007), entre otros. Para el desarrollo de tejidos artificiales mediante técnicas de 

Ingeniería Tisular es necesaria la presencia e interrelación estrecha de tres 

elementos fundamentales: células madre; una matriz extracelular que dirija el 

crecimiento celular y facilite un microambiente físico, químico y biológico para 
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optimizar el crecimiento y diferenciación celular; y por último, factores de crecimiento 

o señales que regulen diferentes procesos y eventos celulares como pueden ser la 

proliferación celular, la diferenciación o la síntesis de matriz extracelular (Figura 1) 

(Giannobile, 1996, Bouhadir y Mooney, 1998, Reddi, 1998, Nakashima y Reddi, 

2003, Prescott et al., 2008). 

 

Figura 1. Los elementos fundamentales de la Ingeniería Tisular. 

 

Como anteriormente se ha mencionado, las células madre constituyen uno de los 

elementos fundamentales en todas las técnicas de la Ingeniería Tisular. La célula es 

el componente esencial y fundamental de los tejidos que conforman el cuerpo 

humano y, por tanto, también ha de ser un constituyente básico de aquellos 

sustitutos tisulares desarrollados mediante Ingeniería Tisular. Las células madre 

tienen la capacidad de replicarse de forma constante, generando progenitores que 

son capaces de diferenciarse hacia otras células especializadas de diversos tejidos, 

permitiendo así la regeneración o reparación de los mismos, o incluso de órganos 

enteros (Hall y Watt, 1989, Bruder et al., 1997, Rao, 2004, Woods et al., 2009, Calle 

et al., 2014).  

Células Madre

Tejido 
artificial
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El desarrollo de un tejido u órgano artificial requiere la utilización de células que 

tengan capacidad para desarrollar una serie de funciones características de dicho 

tejido u órgano. Asimismo, es fundamental conocer cómo dichas características 

pueden variar como consecuencia de los protocolos empleados en Ingeniería Tisular 

(cultivo, aislamiento, expansión…) 

Por este motivo, es fundamental el perfecto conocimiento de todas las técnicas 

relacionadas con el procesamiento de dichas células, no sólo su aislamiento y 

diferenciación, sino también su criopreservación y el estudio de la viabilidad y 

conservación de sus propiedades tras los numerosos procedimientos llevados a 

cabo en el laboratorio, para que puedan ser utilizadas en un futuro en protocolos de 

Ingeniería Tisular. En otras palabras, es fundamental la utilización de una población 

celular adecuada en la que se haya demostrado previamente que ninguna de sus 

propiedades se encuentran comprometidas, ya que de ello dependerá la calidad y, 

por consiguiente, la efectividad del producto (tejido artificial) una vez implantado en 

el huésped correspondiente, sea de origen animal o humano. 

En este sentido, la elección de la fuente celular, así como la elección de las 

condiciones que se van a emplear en el desarrollo de dichos tejidos artificiales, 

constituye un control de calidad importante y necesario de los sustitutos generados 

mediante Ingeniería Tisular. 
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1.2. Células madre mesenquimales como sustrato en Ingeniería Tisular. 

En Ingeniería Tisular se pueden emplear distintos tipos de células. Desde células 

embrionarias (ES), caracterizadas por una gran capacidad de proliferación, 

autorrenovación y diferenciación o pluripotencia (Lu et al., 2014, Toh y Cao, 2014) 

hasta células progenitoras o terminales de aquellos tejidos que queramos regenerar 

o reparar (Hilz et al., 2014, Peng et al., 2014) que, por lo general, presentan menor 

capacidad proliferativa probablemente asociada a que su estado de diferenciación 

es más avanzado. Sin embargo, los problemas éticos y legales en torno a la 

utilización de células embrionarias, el escaso conocimiento sobre la regulación de 

los procesos de diferenciación, la posibilidad de rechazo inmunológico asociado al 

uso alogénico, así como la generación de tumores asociada a la utilización de 

células embrionarias en modelos experimentales (Blum y Benvenisty, 2008) ha 

generado la búsqueda de nuevas fuentes celulares que no presenten estos efectos 

adversos. 

En este sentido, numerosas investigaciones en el área de la Ingeniería Tisular han 

utilizado células madre mesenquimales (MSC). Las células madre mesenquimales 

son un grupo heterogéneo de células madre multipotentes o pluripotentes que 

derivan de la capa germinal mesodérmica, presentan gran capacidad proliferativa y 

de autorrenovación y son responsables del desarrollo de los tejidos conectivos, de 

las células musculares esqueléticas y de las células del sistema vascular (Salem y 

Thiemermann, 2010). Sin embargo, cabe destacar que estudios recientes han 

puesto de relieve la gran plasticidad y potencialidad de las MSC mediante técnicas 

de transdiferenciación (Kanafi et al., 2013, Kanafi et al., 2014). 

El primer nicho donde se describió la presencia de estas células fue la médula ósea 

(Bianco y Gehron Robey, 2000, Deans y Moseley, 2000). A partir de ese momento, 
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se ha descrito la presencia de MSC en una gran variedad de tejidos adultos, entre 

los cuales se encuentra el tejido adiposo, la gelatina de Wharton del cordón 

umbilical, la pulpa dental, el músculo o el sistema vascular, entre otras localizaciones 

(Tuan et al., 2003). 

La presente Tesis Doctoral se centra en la elección y utilización de células madre 

mesenquimales que presenten unas características y un status funcional óptimo 

para su aplicación en protocolos de Ingeniería Tisular. Ello constituirá un factor 

crítico en cuanto a la calidad y efectividad de los tejidos artificiales a desarrollar. Más 

concretamente, las publicaciones científicas que se presentan estudian una 

población de MSC de origen dental (procedentes de la pulpa dental humana) y una 

población de MSC de origen no dental (procedentes de la gelatina de Wharton del 

cordón umbilical). 

 

1.2.1. Las células madre de la pulpa dental (DPSC). 

El diente es uno de los órganos más importantes presentes en la cavidad oral, 

participando en funciones importantes del aparato estomatognático como son la 

masticación, la fonación o la deglución. Existen diferentes morfologías dentarias en 

función a las necesidades fisiológicas. Sin embargo, la estructura y ultraestructura 

dentaria es siempre la misma, con diferencias menores.  

Histológicamente, el diente está constituido por diversos tejidos duros 

(mineralizados), como son el esmalte, la dentina o el cemento. Estos tejidos 

mineralizados envuelven y protegen a la pulpa dental, un tejido conjuntivo laxo 

mucoso en el que se encuentra la mayoría de las células dentarias y que es el 
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responsable de la vitalidad del diente como órgano, de su inervación e irrigación, así 

como la formación de la dentina (Figura 2) (Gomez de Ferraris y Campos, 1999). 

 

Figura 2. Estructura histológica de un diente. 

 

En el interior de la pulpa dental se encuentran diferentes tipos de células: desde los 

odontoblastos, que son células con un alto grado de diferenciación y propiedades 

fisiológicas para la producción constante de la dentina; hasta células que se 

encuentran en cualquier tejido conjuntivo, como son fibroblastos, células 

endoteliales, nerviosas, inmunitarias, etc. (Gomez de Ferraris y Campos, 1999). 

Además de todas las células ya diferenciadas, es obvio pensar que también se 

pueden localizar células madre/progenitoras en el interior de la pulpa dental. La 

existencia de células madre se ha descrito en prácticamente todos los tejidos 

humanos (Gimble y Guilak, 2003) y, entre ellos, también en los tejidos dentarios y 

peridentarios (Tabla 1). 

En los tejidos dentarios y peridentarios podemos encontrar cuatro tipos de células: 

células madre en el interior de la pulpa de dientes permanentes (dental pulp stem 
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cells, DPSC a partir de ahora) (Gronthos et al., 2000), células madre en el interior de 

la pulpa de dientes temporales exfoliados (stem cells of human exfoliated deciduous 

teeth, SHED a partir de ahora) (Miura et al., 2003), células madre en la papila apical 

de dientes permanentes (stem cells from apical papillae, SCAP a partir de ahora) 

(Sonoyama et al., 2008), y células madre en el ligamento periodontal (periodontal 

ligament stem cells, PDLSC a partir de ahora) (Seo et al., 2004). La presente Tesis 

Doctoral se centra en las células de la pulpa dental de dientes permanentes (DPSC), 

así como en las células de la gelatina de Wharton del cordón umbilical (WJSC), que 

trataremos con posterioridad. 

 

Tejidos Dentales Tejidos Periodontales 

Pulpa de dientes permanentes (DPSC) Ligamento periodontal (PDLSC) 

Pulpa de dientes temporales exfoliados (SHED)  

Papila apical de dientes permanentes inmaduros (SCAP)  

 

Tabla 1. Tipos de células madre de origen dentario. 

 

1.2.1.1. Propiedades, morfología y localización de las DPSC. 

Las células madre de la pulpa dental de dientes permanentes (DPSC), objeto de 

estudio en esta Tesis Doctoral, fueron descritas por primera vez por Gronthos y col. 

en el año 2000 (Gronthos et al., 2000). Dichas investigaciones reportaron el 

aislamiento y caracterización de una población celular clonogénica de la pulpa dental 

y con una alta tasa de proliferación, incluso mayor que las células mesenquimales 

obtenidas de la médula ósea. Igualmente, en estos estudios se establecieron 
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métodos para aislar las células madre de pulpa dental (DPSC) tras extraer la pulpa 

de la cámara pulpar y la posterior digestión de la matriz extracelular de este tejido 

conjuntivo. Las células madre de la pulpa dental (DPSC) son precursores de varios 

tipos de las células que se encuentran en la pulpa. Además, son células capaces de 

desarrollar tejidos mineralizados in vitro e in vivo, así como también se ha descrito su 

multipotencialidad, al diferenciarse en adipocitos y precursores neurales (Gronthos 

et al., 2002). 

 

Figura 3. Microfotografía de DPSC en cultivo. Se observa la morfología elongada 

típica de fibroblastos, con un núcleo ovalado y central. 

 

Según los primeros estudios de Gronthos y colaboradores (Gronthos et al., 2000, 

Gronthos et al., 2002, Perry et al., 2008) las células madre de la pulpa dental 

(DPSC) se consideran células madre mesenquimales, por  su similitud con las 

células mesenquimales de la médula ósea. Morfológicamente, son células similares 

a los fibroblastos: de citoplasma alargado, un núcleo redondeado y grande (Figura 3 

y 4). En el citoplasma se ha descrito poca cantidad de retículo endoplásmico rugoso, 

aparato de Golgi o polirribosomas, lo que indica que el aparato celular de síntesis 

proteica está poco desarrollado. 
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Figura 4. Microfotografía de células madre de la pulpa dental humana (hDPSC). 

 

Se han descrito varios nichos pulpares en los que se localizan las células madre de 

la pulpa dental (DPSC). Fundamentalmente son la capa sub-odontoblástica, las 

zonas perivasculares y las zonas centrales del estroma. Cuando la pulpa dental se 

somete un traumatismo o agresión, se produce la muerte de parte de la capa celular 

odontoblástica. Esta agresión estimula una cascada de eventos celulares que, 

aunque todavía son poco conocidos, conducen a la liberación de una serie de 

señales en el interior de la matriz dentinaria. Estas señales inducen un aumento en 

la capacidad proliferativa de las DPSC y la diferenciación hacia odontoblastos, 

regenerando así el daño producido. Existen algunos estudios que monitorizan la 

proliferación y la diferenciación celular tras producir una agresión sobre la pulpa, 

mediante tallado dentinario, con el objeto de de localizar los nichos de las DPSC. En 

este sentido, se ha descrito un nicho perivascular al comprobarse que, tras un 

traumatismo pulpar, existe una mayor proliferación celular en dichas zonas (Tecles 

et al., 2005). Sin embargo, cuando se analiza la actividad de las señales de 

comunicación intercelular que dirigen la diferenciación de una célula madre hacia un 

tipo u otro (ligandos y receptores Notch) tras la agresión pulpar, surgen otros nichos 
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adicionales como son la capa sub-odontoblástica o el estroma pulpar (Lovschall et 

al., 2005) (Figura 5). 

 

1.2.1.2. Caracterización de las DPSC. 

Diversos estudios han usado MSC de origen no dental, como las BMSC (células 

madre mesenquimales de la médula ósea) para compararlas con las DPSC aisladas 

con el fin de conocer más detalladamente las características de estas (Gronthos et 

al., 2000, Shi et al., 2005). Los resultados obtenidos reflejan gran similitud entre 

ambos tipos celulares (Karaoz et al., 2011), considerándose ambas precursores de 

osteoblastos, además de condroblastos, adipocitos y otras células (Pittenger et al., 

1999). 

 

 

Figura 5. Microfotografía tras tinción inmunohistoquímica de receptores Notch. Las 

DPSC se localizan en varios nichos dentro de la pulpa dental: (a) capa sub-

odontoblástica, (b) zonas perivasculares y (c) regiones centrales de estroma. 
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Las DPSC y las BMSC comparten algunos marcadores de superficie como son 

CD44, CD90, CD105, CD106, CD146, 3G5 ó Stro-1, así como algunos marcadores 

de expresión negativa como CD45 (Shi et al., 2005, Dominici et al., 2006). Algunos 

de estos marcadores son propios de progenitores y células endoteliales activadas y 

otros son comunes a casi todas las células madre. Además, tanto los osteoblastos 

como los odontoblastos son células responsables de la síntesis de la matriz 

extracelular de un tejido mineralizado como el tejido óseo o la dentina, 

respectivamente. Esto explica que ambos precursores, DPSC y BMSC, expresen de 

forma similar fibronectina, colágeno tipo I, fosfatasa alcalina, proteína de la matriz 

dentinaria 1 (DMP1), osteonectina, osteocalcina o sialoproteína ósea (BSP) (Kuo et 

al., 1992, Shiba et al., 1998, Buurma et al., 1999, Gronthos et al., 2000). Sin 

embargo, las DPSC también expresan productos exclusivos de la matriz dentinaria, 

como son la sialoproteína dentinaria (DSP) y la fosfoproteína dentinaria (DPP), que 

están relacionados con el proceso de la dentinogénesis (Feng et al., 1998). Otra de 

las diferencias importantes entre ambas células es una mayor tasa de proliferación y 

crecimiento de las DPSC, hasta el 30%, posiblemente asociado a una mayor 

expresión de CdK-6 y IGF (Shi et al., 2001). Aunque ambas poblaciones celulares 

son muy similares en cuanto a sus marcadores de superficie, las DPSC expresan 

marcadores como citoqueratinas 18 y 19 (CK18 y CK19) o Tenascina C (TNC) que 

son negativos en cultivos de BMSC. Estos hallazgos sugieren que, si bien el 

potencial condrogénico, osteogénico o adipogénico de las DPSC es muy similar al 

de las BMSC, las DPSC presentan un mayor potencial neurogénico, posiblemente 

asociado al origen que estas células tienen en la cresta neural (Huang et al., 2008). 

La expresión de citoqueratinas también aporta a las DPSC un potencial 

especialmente favorable, en relación con las BMSC, hacia la diferenciación epitelial 

(Karaoz et al., 2011). 
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Otro de los hechos que asemeja a los precursores odontoblásticos y osteoblásticos 

proviene de estudios que emplean modelos animales para trasplantar estas células y 

observar su potencial in vivo. Takeda y col. (Takeda et al., 2008) demostraron el 

potencial de las DPSC para producir y secretar un tejido similar a la dentina in vivo. 

Por otra parte, las células madre de la pulpa dental (DPSC) son capaces de dar 

lugar a un tejido similar al óseo (Graziano et al., 2008). A este respecto, algunos 

autores han descrito la formación de nódulos calcificados de tejido similar al óseo en 

condiciones in vitro (Gronthos et al., 2000). Es más, cuando esos nódulos óseos 

producidos por DPSC in vitro, se trasplantaron en animales, se observó que estos 

fueron remodelados in vivo, generando hueso cortical. De la misma forma, se 

describió la diferenciación de las células madre de la pulpa dental (DPSC) a 

osteocitos y células endoteliales e incluso la formación de tejido mineralizado con 

vasos, constituyéndose así el tejido óseo maduro (Laino et al., 2005, Laino et al., 

2006). De cualquier forma, estos hallazgos reflejan la capacidad de estas células 

para diferenciarse, adquiriendo la propiedad de sintetizar, secretar y calcificar una 

matriz extracelular orgánica, ya sea de naturaleza dentinaria u ósea, haciendo de 

estas células candidatas especiales para su uso en Medicina Regenerativa e 

Ingeniería Tisular. 

Sin embargo, la vitalidad de la pulpa no sólo depende de la capacidad de formación 

de nueva dentina como protección frente a agresiones externas y la preservación de 

la capa odontoblástica, responsable de dicha función. La vitalidad de este tejido 

también depende de un buen aporte sanguíneo y, en este sentido, es fundamental el 

proceso de angiogénesis que ocurre tras la agresión pulpar, de forma paralela a la 

regeneración odontoblástica. El hecho de que las DPSC expresen en su superficie 

marcadores como CD106 (propio de células endoteliales activadas) o CD146 (propio 

de precursores endoteliales) (Shi et al., 2005), junto al hecho de que una parte 
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importante de estas células se localicen en las regiones perivasculares (Tecles et al., 

2005) y la presencia de factores de crecimiento angiogénicos en la matriz dentinaria 

(Roberts-Clark y Smith, 2000), hacen sospechar que sean estas mismas células las 

que participen en los procesos de formación de nuevos vasos sanguíneos (Shi y 

Gronthos, 2003). 

Además de su potencial adipogénico, osteogénico (Seong et al., 2010, Ito et al., 

2011) y condrogénico (Rizk y Rabie, 2013) previamente mencionado, las células 

madre de la pulpa dental (DPSC) no sólo son capaces de diferenciarse en 

odontoblastos o células endoteliales. En este sentido, las DPSC también presentan 

la capacidad de diferenciarse a células miogénicas e incluso a precursores neurales 

(Yang et al., 2007), asegurándose, por tanto, la multipotencialidad y plasticidad de 

estas células. Además, recientemente se ha conseguido diferenciar las DPSC a 

células más complejas como son las células cardiacas (Armiñán et al., 2009), a 

células capaces de producir insulina (Kanafi et al., 2013) y a células nerviosas 

capaces de secretar dopamina (Kanafi et al., 2014). En este sentido, aún se requiere 

un gran esfuerzo investigador acerca de si realmente es posible constituir diferentes 

tejidos de naturaleza mesenquimal para su posterior utilización. En el caso del tejido 

óseo, sí está demostrada ya la posibilidad de formación de tejido óseo funcional a 

partir de las DPSC (Laino et al., 2005), lo que ofrece un panorama prometedor en 

procedimientos que requieran injertos óseos, no sólo en el macizo craneofacial sino 

en todo el organismo. Especialmente es en estos casos cuando parece interesante 

estudiar la utilidad de los dientes como una fuente de células madre mesenquimales. 

Las células madre mesenquimales en general y, más concretamente, las DPSC, al 

igual que las células madre de la gelatina de Wharton (WJSC), presentan baja 

expresión de moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad, como HLA-DR 
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(Karaoz et al., 2011), lo cual convierte a estas en células inmunoprivilegiadas que 

pueden ser usadas de forma alogénica sin riesgo de desencadenar rechazo 

inmunológico. Además, estas células poseen capacidad para inhibir algunas células 

inmunitarias, tanto mediante un contacto directo célula a célula, como de forma 

indirecta mediante la liberación de moléculas como PGE2, TGF-β, NO, IDO o HGF, 

que modulan la expresión de citoquinas proinflamatorias (Li et al., 2014). Algunos de 

los mecanismos inmunomoduladores son la inhibición de linfocitos T y NK, la 

inhibición en la maduración de células dendríticas o la activación de linfocitos T 

reguladores mediante IL-10 (Keating, 2012). Estas propiedades inmunomodulatorias 

propias de las células madre mesenquimales constituyen otra de las características 

importantes en la aplicación de estas a terapias de Ingeniería Tisular y Medicina 

Regenerativa. En este sentido, investigaciones previas han usado estas células en 

pacientes post-trasplantados de riñón, en combinación con fármacos 

inmunosupresores, observándose que la aplicación de células madre 

mesenquimales redujo la incidencia de rechazo agudo e infecciones oportunistas, 

así como mejoró la funcionalidad del riñón trasplantado (Tan et al., 2012). 

En este contexto, las células madre de la pulpa dental (DPSC) podrían constituir una 

fuente potencial para su utilización en protocolos de Ingeniería Tisular, si bien es 

necesario un importante esfuerzo investigador para determinar si se trata de una 

fuente de células viables, es decir, que se trata de una fuente de células que permite 

su manejo en protocolos de Ingeniería Tisular sin que su propiedades se vean 

coprometidas y, por tanto, de una alternativa novedosa en el área de la Medicina 

Regenerativa.  

Por otra parte, los dientes son órganos que, salvo agresión irreversible, se 

mantienen vitales durante toda la vida y, con ellos, las células madre de su interior. 
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Por ello, es un reservorio del que podemos disponer en cualquier momento de la 

vida, que se constituye como fuente constante de células. Además, en el consultorio 

dental son frecuentes las situaciones en que se prescribe la extracción de un diente 

con la pulpa sana, principalmente la exodoncia preventiva de terceros molares y la 

exodoncia de premolares por motivos ortodónticos. Este tipo de situaciones, sobre 

todo la exodoncia de premolares con fines ortodónticos, casi siempre suelen darse 

en adultos jóvenes, siendo esto de especial interés ya que, actualmente, sabemos 

que el potencial de regeneración a partir de células madre disminuye con la edad, 

como consecuencia inherente al envejecimiento. De hecho, se ha visto una 

disminución del número de células sub-odontoblásticas, uno de los nichos de DPSC, 

conforme aumenta la edad (Murray et al., 2002a, Murray et al., 2002b). 

En este sentido, este material biológico, que de otra forma sería desechado, se 

puede utilizar para aislar, e incluso conservar mediante criopreservación, sus células 

madre, para su posterior uso. Sin embargo, la viabilidad de las células madre de la 

pulpa dental (DPSC) no ha sido materia de estudio en la actualidad y sería necesario 

profundizar en este tema para analizar si es factible la utilización de dientes sanos 

como fuente de células y determinar sus perfiles de viabilidad para su posterior 

utilización en las diferentes técnicas de Ingeniería Tisular. 
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1.2.2. Células madre de la gelatina de Wharton del cordón umbilical humano 

(WJSC). 

Actualmente, las células madre de la gelatina de Wharton del cordón umbilical 

humano (human Wharton’s jelly stem cells - hWJSC) son consideradas como otra 

fuente prometedora de células madre multipotenciales o incluso pluripotenciales 

para su uso en Ingeniería Tisular. Las hWJSC son células adultas con un origen 

perinatal, lo cual explica la gran potencialidad observada (Taghizadeh et al., 2011). A 

este respecto, la utilización de células madre de cordón umbilical preservadas en 

bancos de tejidos puede contribuir a la generación de tejidos artificiales sin 

necesidad de utilizar células procedentes del propio paciente. Las células madre de 

la gelatina de Wharton presentan características propias de las células madre 

mesenquimales, siendo capaces de sintetizar citoquinas de igual manera que las 

células madre mesenquimales adultas (Lu et al., 2006). Por otra parte, las células 

madre de la gelatina de Wharton son capaces de sintetizar factor estimulante de 

granulocitos-macrófagos (GM-CSF y G-CSF), a diferencia de otras células madre 

mesenquimales adultas. Otra de las características importantes de las células madre 

de la gelatina de Wharton, es su gran facilidad de obtención, lo cual contrasta con la 

mayor dificultad para obtener células progenitoras hematopoyéticas de la sangre del 

cordón umbilical. Tal es así, que el éxito de la extracción de las células madre de la 

gelatina de Wharton ronda el 100%, siendo del 63% en el caso de las células 

hematopoyéticas. 

Las hWJSC, al igual que las DPSC anteriormente mencionadas, representan una 

fuente única, con escasos problemas éticos y de fácil acceso, las cuales son 

capaces de expresar marcadores de indiferenciación como Oct4, Nanog y Sox2. 

Una vez aisladas estas células en el momento del nacimiento, se consideran células 
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en un estado de mayor indiferenciación que las células madre obtenidas de otros 

tejidos adultos, como la medula ósea o el tejido adiposo; de ahí su denominación 

perinatal. Una prueba del estado primitivo de diferenciación de estas células es su 

alta capacidad de proliferación in vitro, a diferencia de otras fuentes de células 

madre adultas que tienden a mostrar senescencia mucho antes que las células 

madre de la gelatina de Wharton cuando se mantienen en cultivo. Esto podría ser 

explicado por la alta actividad telomerasa que poseen las células madre de la 

gelatina de Wharton. Múltiples estudios realizados con células madre de la gelatina 

de Wharton, demuestran que estas células poseen un cariotipo estable, a lo largo de 

múltiples pases, no pierden su capacidad de adhesión, de inhibición por contacto y 

su dependencia al suero, a diferencia de las células tumorales, motivo por el cual 

estas células se plantean como una fuente fiable de células para su uso en terapias 

de Medicina Regenerativa (Lund et al., 2007). Otro de los motivos por los cuales la 

utilización de las células madre de la gelatina de Wharton en Ingeniería Tisular y 

Medicina Regenerativa es de gran utilidad, es su baja expresión de moléculas del 

Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase I (HLA-ABC) (Sarugaser et al., 2005, 

Lu et al., 2006, Lupatov et al., 2006, Wu et al., 2007) y ausencia de expresión del 

Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase II (Conconi et al., 2006, Weiss et al., 

2008), de forma similar a como ocurre con las DPSC. Por tanto, no deberían 

desencadenar una respuesta inmune una vez implantadas en un huésped de forma 

alogénica y, por consiguiente, constituyen excelentes candidatos para su uso en 

Ingeniería Tisular y Terapia Regenerativa.  

Además, las células madre de la gelatina de Wharton, han sido previamente 

diferenciadas con éxito hacia numerosas estirpes celulares, incluyendo la estirpe 

osteogénica, adipogénica y condrogénica (Karahuseyinoglu et al., 2007), 

cardiomiocitos, músculo esquelético (Troyer y Weiss, 2008) y tejido nervioso (Ma et 
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al., 2005). Además, recientemente, nuestro grupo de investigación demostró que las 

hWJSC son capaces de diferenciarse hacia células del endotelio vascular utilizando 

factores de crecimiento y de diferenciación epitelial (Alaminos et al., 2010). Incluso, 

estudios desarrollados por nuestro grupo de investigación, sugieren que estas 

células podrían tener capacidad de diferenciación hacia tejidos de la estirpe 

ectodérmica como los epitelios de la piel, la mucosa oral (Garzon et al., 2009, 

Garzon et al., 2013) o la córnea (Garzon et al., 2014). Todo ello sugiere que las 

células madre de la gelatina de Wharton presentan un gran potencial de 

diferenciación, no sólo hacia estirpes típicamente mesenquimales, sino también, 

hacia otros tipos celulares, quedando patente así su carácter pluripotente, tal y como 

ocurría con las DPSC.  

Resulta evidente que para el desarrollo y buen funcionamiento de los tejidos creados 

mediante Ingeniería Tisular es fundamental trabajar con el tipo de células madre 

mesenquimales más idóneo en relación con el tejido que se desea elaborar. Pero 

además, resulta necesario que dichas células presenten una alta viabilidad, es decir, 

que constituyan una fuente adecuada de células con elevados niveles de 

proliferación y actividad celular para su uso terapéutico. La evaluación de los perfiles 

de viabilidad celular constituye, en sí mismo, un control de calidad del sustrato 

celular a utilizar para el desarrollo de cualquier órgano o tejido artificial y, por tanto, 

un control de calidad de dichos órganos o tejidos artificiales. 
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1.3. Ensayos de viabilidad celular. 

La determinación de los patrones de viabilidad celular de las células madre de la 

pulpa dental (DPSC) proporcionará valiosa información sobre la proporción de 

células vivas y funcionales existentes en una población celular determinada. Así 

pues, la determinación de la viabilidad celular es un marcador predictivo para un 

buen funcionamiento de los futuros tejidos que se elaboren a partir de las MSC, ya 

sean de origen dental (DPSC) o de origen no dental (hWJSC). Dicho de otra forma, 

no se podrá garantizar la funcionalidad de un tejido artificial si previamente no se 

garantiza la viabilidad de las células empleadas para tal fin (Montalvo, 2008). Son 

varios los métodos que se pueden utilizar en el laboratorio para estudiar la viabilidad 

y funcionalidad celular, entre los cuales podemos destacar: evaluación de la 

integridad de la membrana celular, ensayos funcionales, ensayos de viabilidad a 

través de biosensores de fluorescencia, ensayos morfológicos, microanálisis por 

energía dispersiva de rayos X y técnicas de determinación de la expresión génica 

mediante microarrays. 

 

1.3.1. Evaluación de la integridad de la membrana celular. 

Si una célula está muerta o en vías de morir, la función y estructura de la membrana 

celular se encontrará alterada. Esta alteración permitirá la incorporación al medio 

intracelular de moléculas hasta ese momento no permitidas o bien, el rechazo de 

moléculas que previamente se incorporaban a la célula. De acuerdo con estas 

propiedades, se han desarrollado diferentes test con el objeto de evaluar la 

integridad de la membrana plasmática. Se distinguen tres tipos de ensayos: los 

métodos que emplean sustancias colorantes o fluorescentes, los métodos basados 

en tinciones catiónicas, y los basados en la liberación de determinadas sustancias al 
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medio extracelular. Los más usados son los que se basan en colorantes o moléculas 

fluorescentes. 

Entre los métodos basados en colorantes y moléculas fluorescentes se distinguen 

ensayos de exclusión y de inclusión. En los ensayos de exclusión, si la membrana 

celular está íntegra, el colorante o la sustancia fluorescente no es capaz de 

atravesarla o bien esta es expulsada —excluída— por las bombas existentes en la 

membrana celular; por el contrario, si la membrana está dañada, el colorante o 

sustancia fluorescente atravesará sin dificultad la misma y permanecerá en el interior 

celular. Los resultados obtenidos podrán analizarse mediante técnicas de 

microscopía, por citometría de flujo, o también mediante ELISA. 

Entre los colorantes orgánicos más utilizados para los ensayos de exclusión están: 

azul tripán (Hoskins et al., 1956, Phillips, 1973), eosina (Hoskins et al., 1956), rojo 

Congo (Geschickter, 1930) y eritrosina B (Phillips y Terryberry, 1957, Bhuyan et al., 

1976), siendo el azul tripán el colorante que más se ha utilizado hasta el momento. 

Con el método de viabilidad del azul tripán, si la membrana plasmática está dañada, 

la célula se tiñe de púrpura-violeta, mientras que las células no dañadas aparecen 

translúcidas al microscopio. 

Por otro lado, entre los compuestos con fluorescencia nos encontramos con el 

ioduro de propidio o el bromuro de etidio (Edidin, 1970, Krishan, 1975, Hamilton et 

al., 1980). El ioduro de propidio es impermeable a membranas celulares intactas, 

pero cuando la célula está muerta o en proceso de muerte, penetra sin dificultad y se 

une a los ácidos nucleicos, por lo que se intercala con el ADN o ARN, observándose 

rojo fluorescente por técnicas de citometría de flujo o microscopía de fluorescencia 

(Bank, 1987). 
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En los ensayos de inclusión se utilizan otras moléculas como el diacetato de 

fluoresceína (Rotman y Papermaster, 1966, Mohr y Trounson, 1980) o la calceína 

(Papadopoulos et al., 1994). Cuando la célula está viva, estas moléculas atraviesan 

la membrana plasmática y son hidrolizadas por esterasas intracelulares dando lugar 

a fluorescencia en el interior de la célula. Las células no dañadas retienen una 

enorme fluorescencia, mientras que las células dañadas son incapaces para hacerlo 

y la señal es muy débil bajo el microscopio de fluorescencia. 

También existen tinciones fluorescentes catiónicas que pueden medir los cambios 

del potencial de membrana de las células mediante microfluorometría. Estas 

tinciones son permeables a la membrana y se unen muy poco a ella. El éster de 

rodamina, el cual no es tóxico para la célula, cuando penetra en ella es 

enormemente fluorescente. Si la célula está dañada, el éster de rodamina no puede 

penetrar en la célula y la fluorescencia es extracelular. De cualquier manera, se 

produce un contraste de fluorescencia intracelular y extracelular que es cuantificable 

(Ehrenberg et al., 1988). 

Además, también se puede determinar la integridad de la membrana plasmática 

mediante la determinación de moléculas intracelulares en el medio extracelular. 

Entre las moléculas más utilizadas encontramos enzimas citosólicas, generalmente 

la lactato deshidrogenasa (LDH) (Legrand et al., 1992) o ácidos nucleicos, como es 

el ADN, cuya presencia en altos niveles en el exterior celular es indicativo de una 

viabilidad celular baja (Coco-Martin et al., 1992, da Costa et al., 1999, Posadas et 

al., 2007, Park et al., 2008). También podemos medir la liberación de cromo 

radiactivo (Cr51) que se une de manera no covalente a los aminoácidos básicos de 

las proteínas intracelulares cuando estas se liberan al medio extracelular (Rinaldi et 

al.). 
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1.3.2. Ensayos funcionales. 

Este tipo de métodos tratan de evaluar los componentes metabólicos que son 

necesarios para la correcta fisiología celular, bajo la premisa de que el daño celular 

produciría una pérdida en la capacidad para mantener y producir la energía 

necesaria para el correcto funcionamiento metabólico y para la proliferación celular. 

Así, se pueden medir los niveles totales de adenosín trifosfato (ATP), o bien la tasa 

de ADN intracelular o la síntesis de proteínas. 

La cuantificación de los niveles de ATP se puede realizar de varias formas. Una de 

ellas es mediante una reacción de bioluminiscencia. Para ello, es necesario añadir 

D-luciferina-luciferasa, de tal manera que la luciferasa utiliza la energía química 

contenida en la molécula de ATP para producir la descarboxilación oxidativa de la 

luciferina a oxiluciferina, dando como resultado la producción de luz que es medida a 

través de un luminómetro sensible. La luz producida es directamente proporcional a 

la cantidad de ATP presente. La cuantificación de la luz producida se corresponde 

directamente con el número de células viables (Sevin et al., 1988, Sevin et al., 

1993). La reacción es la siguiente: 

 

También podemos cuantificar la cantidad de ATP atendiendo a la actividad de las 

enzimas que participan en su formación. Uno de los ensayos más utilizados es la 

prueba de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Este 

compuesto, de color amarillento, es capaz de reducirse y adquirir color morado 

cuando se transforma en formazán por acción de las enzimas intramitocondriales de 

D-luciferina + Luciferasa +ATP + O2 Oxiluciferina + CO2 + Fosfato inorgánico +AMPMg

Luz
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las células vivas. Por este motivo, la adición de MTT al medio de cultivo y la posterior 

cuantificación colorimétrica del producto resultante nos puede dar una idea bastante 

fiable del número de células vivas y muertas que existen en el cultivo celular 

(Mosmann, 1983, Twentyman y Luscombe, 1987, Burton, 2005, Wang et al., 2006). 

En contraste con el MTT, cuya reducción resulta en la formación de cristales de 

formazán insolubles en agua (Figura 6), existe una segunda generación de sales de 

tetrazolio que dan lugar a compuestos de formazán solubles en agua, eliminándose 

así la necesidad de una solubilización posterior (Takenouchi y Munekata, 1995). 

Entre estas nuevas sales encontramos el sodio 5-(2,4-disulfofenil)-2-(4-iodofenil)-3-

(4-nitrofenil)-2H-tetrazolio (WST-1), el sodio 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-

[(fenilamino)carbonil]-2H-tetrazolio (XTT) o el 5-[3-(carboximetoxi) fenil]-3-(4,5-

dimetil-2-tiazolil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS). De estas últimas, el WST-1 

parece ser la más estable, siendo posible almacenarla durante semanas sin que 

sufra una degradación significativa (Berridge et al., 2005). 

 

Figura 6. Reducción de las sales de tetrazolio. 

Por otra parte, la síntesis del nuevo ADN puede ser medida al incorporar timidina 

marcada radioactivamente con tritio (3H). La timidina marcada radiactivamente se 

introduce en el medio de cultivo, para que se incorpore al ADN durante la 

replicación. El nivel de proliferación se evalúa en función del nivel de radiactividad 
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alcanzado por las células en cultivo. Por tanto, estima el número de células que 

están proliferando (Patau y Swift, 1953, Allison y Ridolpho, 1980, Puleo et al., 1991). 

Como se ha mencionado con anterioridad, la detección de algunas proteínas nos 

permite conocer el status funcional en el que se encuentra una determinada 

población celular. La detección de PCNA o Ki67 está relacionada con la capacidad 

proliferativa celular. De igual forma, podemos detectar la expresión de marcadores 

relacionados con los procesos de senescencia celular, como es hTERT y de 

apoptosis, como proteínas de la familia de las caspasas o de la familia Bcl. 

 

1.3.3. Ensayos con biosensores de fluorescencia. 

Los biosensores son proteínas marcadas con fluorescencia que miden reacciones 

químicas específicas, las cuales pueden ocurrir tanto dentro de la célula como en su 

superficie. Este tipo de pruebas permite conocer la viabilidad celular de manera 

rápida. 

Cuando el biosensor se encuentra dentro de una célula viva, el componente proteico 

del biosensor puede activarse. La activación proteica sucede cuando la proteína 

sufre una interacción química con la célula. Estas interacciones químicas entre el 

componente proteico del biosensor y la célula pueden consistir en la unión o 

liberación de la proteína del biosensor con un ligando, en la participación de la 

proteína en el montaje y desmontaje de estructuras macromoleculares, en la 

interacción de la proteína con membranas u orgánulos, o en la participación del 

componente proteico del biosensor en la conversión catalítica de substratos de 

productos metabólicos o macromoléculas.  
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De una manera u otra, una vez activada la proteína del biosensor, la molécula 

fluorescente, unida a este componente proteico del biosensor, traduce los cambios 

ambientales en señales fluorescentes en la proximidad del lugar (Gerstein et al., 

1994, Giuliano et al., 1995, Giuliano y Taylor, 1998). 

 

1.3.4. Ensayos morfológicos. 

Determinados cambios morfológicos en la célula pueden estar relacionados con su 

viabilidad (Emilson et al., 1978, Debbage et al., 1998). Los cambios de volumen 

irreversibles son un indicador de muerte celular debido a la pérdida de proteínas o 

iones intracelulares, o debido a una alteración de la permeabilidad para el sodio o el 

potasio (Allen, 1988). 

 

1.3.5. Microanálisis por energía dispersiva de rayos X. 

El microanálisis por energía dispersiva de rayos X o microscopía electrónica analítica 

es una técnica que permite determinar la composición elemental de una muestra en 

el microscopio electrónico (Warley, 1997), de tal manera que permite correlacionar la 

información sobre la ultraestructura de la célula con su contenido elemental, y 

además permite el análisis simultáneo de todos los cationes y aniones con número 

atómico inferior o igual a 11 (Z ≤ 11) (Warley, 1990, Warley et al., 1994, Rodriguez-

Morata et al., 2008). 
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Figura 7. Proceso de ionización de un átomo (Er-x = Energía de rayos X,  

Ek1 = Energía emitida de rayos X, K  = número de orbital). 

 

Cuando un haz de electrones incide sobre los átomos de una muestra, se libera una 

energía característica que puede detectarse en forma de un espectro de emisión. 

Este desprendimiento de energía es igual a la diferencia de energía de los niveles 

entre los que se produce el salto electrónico y se libera en forma de radiación 

electromagnética correspondiente a la región de rayos X (Figura 7). Al ser las 

energías de los distintos niveles electrónicos características para cada tipo de 

átomo, la radiación X emitida será característica para cada elemento y dependerá 

del número atómico del elemento. 

K

e-Er-x
Ek1
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Figura 8. Se muestran dos espectros microanalíticos correspondientes a células del tercer 

subcultivo del endotelio corneal de un conejo. Cada uno de los picos corresponde a la 

emisión de energía dispersada por electrones localizados en los orbitales k del sodio (NaK), 

magnesio (MgK), fósforo (PK), azufre (SK), cloro (ClK), potasio (KK) y calcio (CaK) 

(Alaminos et al., 2007b). 

 

Cada célula analizada posee un determinado perfil iónico (Figura 8). En los 

espectros obtenidos del perfil iónico se pueden observar elementos como fósforo 

(P), azufre (S), magnesio (Mg), cloro (Cl), calcio (Ca), sodio (Na) y potasio (K). 

Algunos de los iones determinados por microanálisis juegan un papel crucial en la 

viabilidad celular, de tal manera que cambios en la concentración de estos iones en 

una célula pueden correlacionarse con procesos de muerte celular por necrosis o 

apoptosis (Hongpaisan y Roomans, 1999, Roomans, 2002b). En este contexto, 

algunos autores han identificado patrones iónicos que son enormemente específicos 

para las células normales, células en apoptosis y células en necrosis (Sanchez-

Quevedo et al., 1989, Roomans, 2002a, Roomans, 2002b, Alaminos et al., 2007, 

Fernandez-Segura y Warley, 2008). Uno de los indicadores microanalíticos más 

fiables para monitorizar la viabilidad celular es la ratio entre la concentración 

intracelular de potasio (K) y sodio (Na) (Warley et al., 1994, Roomans, 2001, Salido 

et al., 2004). 
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1.3.6. Determinación del perfil de expresión génica. 

El microarray o micromatriz multigénica es una técnica que permite la evaluación 

simultánea de un gran número de genes o incluso de un genoma completo en un 

único experimento (Gress et al., 1992). Recientemente, esta técnica se ha 

convertido en una nueva herramienta para estudiar algunas propiedades específicas 

de las células susceptibles de ser utilizadas en Terapia Celular y en Ingeniería 

Tisular (Schena et al., 1995, Gill, 2003, Jaluria et al., 2007, Jaluria et al., 2008). Por 

ejemplo, una de las propiedades celulares que se puede evaluar con el microarray 

podría ser la viabilidad celular mediante la identificación de genes relacionados con 

la mortalidad celular (por ejemplo, genes de apoptosis y anti-apoptosis) (Wong et al., 

2006) y, de esta manera, se podría realizar una selección de las células, escogiendo 

las que tienen un mayor grado de viabilidad. Entre los genes de importancia en 

términos de viabilidad celular encontramos algunos como BCL2L2, TNFAIP8, 

BNIP3L y FASTKD2, los cuales están implicados en un complejo equilibrio que 

regula la entrada de la célula en un proceso de muerte celular por apoptosis. 

Existen varios tipos de microarray. Entre ellos, los más utilizados y conocidos son los 

microarrays de expresión génica (Bowtell, 1999). Esta técnica se basa en la 

detección de ARN mensajeros específicos que están presentes en una muestra 

biológica en un momento dado. Lo que se pretende realizar es un análisis de la 

expresión génica de una célula en un momento determinado (Schena, 1996). Para 

ello, se extrae y purifica el ARN total de dicha muestra mediante métodos 

enzimáticos y bioquímicos. Posteriormente, el ARN purificado se marca con un 

pigmento fluorescente (FITC, Cy3 o Cy5), digoxigenina o biotina (Shalon et al., 1996, 

Lockhart y Winzeler, 2000) para después hibridarlo mediante chips sintetizados 

previamente que consisten en una matriz de vidrio sobre la que se han depositado, 
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en lugares previamente conocidos, secuencias génicas que ayudarán a identificar 

secuencias específicas en la muestra objeto de estudio (Lockhart y Winzeler, 2000). 

Además de los microarrays de expresión génica, también se han desarrollado los 

microarrays de ADN, que permiten evaluar el número de copias de cada gen 

existente en cada célula, así como la presencia de delecciones, mutaciones o 

ganancias génicas (Wiltgen y Tilz, 2007, Bier et al., 2008). Por ello, este tipo de 

microarray permite realizar un análisis completo del genoma de la célula 

(genotipificación). Por último, los microarrays de proteínas nos permiten detectar la 

expresión de proteínas sintetizadas por una célula (Tao et al., 2007). 

 

1.3.7. Combinación de varios métodos. 

Debido a la gran variedad de técnicas y ensayos que hay disponibles para la 

evaluación de la viabilidad celular y al diferente fundamento biológico de cada una 

de ellas, resulta difícil establecer un método estándar que sea capaz de aportar 

información fiable sobre el estado biológico de una población celular. 

En este sentido, la aplicación de varios métodos de forma combinada nos permitirá 

obtener información más precisa, fiable y compleja que la que se obtiene usando un 

único método. Además, la combinación de técnicas con distinto fundamento 

biológico aporta información sobre la viabilidad celular a distintos niveles. Por 

ejemplo, la combinación de técnicas de integridad de membrana con técnicas 

funcionales evalúa el posible compromiso de las funciones celulares tanto a nivel de 

la membrana como a nivel metabólico intracelular. 

Además, la combinación de varios ensayos permite aumentar la sensibilidad y 

especificidad de los datos una vez que se analizan en conjunto. Incluso, la utilización 
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de múltiples ensayos permite confirmar los hallazgos obtenidos mediante un método 

individual, tal y como refiere Stoddart (Stoddart, 2011). 

Por todo ello, en las publicaciones que se agrupan en esta Tesis Doctoral, se utiliza 

un enfoque combinatorio de varias técnicas para evaluar la viabilidad celular. Los 

datos obtenidos de los diferentes ensayos se pueden normalizar siguiendo la 

fórmula Z = (X - μ)/σ para poder analizarlos en conjunto, obteniendo un nuevo 

parámetro global denominado “Average Cell Viability Levels” (ACVL) 

El estudio de perfiles de viabilidad celular ha sido uno de los principales objetivos de 

la Ingeniería Tisular en los últimos años, especialmente debido al hecho de que las 

células en cultivo tienden a experimentar senescencia y a perder viabilidad con los 

sucesivos pases celulares. Para tal fin, se busca establecer un control de calidad 

que garantice la capacidad proliferativa y regenerativa de las células utilizadas para 

la fabricación de tejidos artificiales mediante técnicas de Ingeniería Tisular.  

En este contexto, las células endoteliales del cordón umbilical (Rodriguez-Morata et 

al., 2008), las células endoteliales de la córnea (Alaminos et al., 2007), los 

fibroblastos de la mucosa oral (Sanchez-Quevedo et al., 2007) o los fibrocondrocitos 

de la articulación temporo-mandibular humana (Garzon et al., 2012a) han sido 

recientemente estudiadas y se han determinado sus perfiles de viabilidad de forma 

exitosa.  

Sin embargo, aún no se conocen con detalle los perfiles de viabilidad de otras 

células que ofrecen posibilidades prometedoras en el área de la Ingeniería Tisular, 

como son las células madre de la pulpa dental (DPSC) o las células de la gelatina de 

Wharton del cordón umbilical (WJSC).  



1. Introducción   45 

 
“Evaluación de los perfiles de viabilidad celular de células madre de la pulpa dental y de la gelatina de Wharton como 

control de calidad para su uso en Ingeniería Tisular” 

Las publicaciones científicas incluidas en esta Tesis Doctoral tratan de evaluar los 

perfiles de viabilidad celular de estas dos fuentes celulares en cultivo para establecer 

un control de calidad de las células con las que desarrollar sustitutos artificiales 

mediante Ingeniería Tisular y, por tanto, un control de calidad de dichos sustitutos 

desarrollados. 
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La expansión y el subcultivo secuencial en diferentes tipos de células madre ha 

puesto de relieve diferencias importantes en lo que se refiere a la viabilidad celular 

de los diferentes subcultivos. Ello indica que la viabilidad celular de las células 

madre no es constante, sino que depende del procesamiento, del tiempo, del 

número de veces que sean subcultivadas, así como del tipo de célula objeto de 

estudio. La selección de las poblaciones celulares más viables para su utilización en 

los protocolos de Ingeniería Tisular resulta crítica para el éxito terapéutico. 

 

El conjunto de artículos que comprende esta Tesis Doctoral, pretende evaluar los 

perfiles de viabilidad celular de dos poblaciones de células madre mesenquimales 

(MSC) cuyo uso como fuente celular alternativa en Ingeniería Tisular está cada día 

más extendido: una población de MSC de origen dental, como son las células madre 

de la pulpa dental humana (hDPSC), y una población de origen no dental, como son 

las células madre de la gelatina de Wharton del cordón umbilical humano (hWJSC). 

 

Aunque la naturaleza pluripotencial de estas MSC permite prever un alto nivel de 

viabilidad celular, y aunque ambas poseen características citológicas estructurales y 

funcionales semejantes, el procesamiento, el tiempo y el número de subcultivos 

pudieran incidir en el perfil de viabilidad de ambos tipos celulares y determinar, por 

tanto, patrones de utilización diferentes en los protocolos de Ingeniería Tisular. 
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Las publicaciones agrupadas en esta Tesis Doctoral tienen por objeto el 

cumplimiento de los siguientes objetivos: 

 

 Aislar y caracterizar células madre de la pulpa dental humana (hDPSC) y células 

madre de la gelatina de Wharton humana (hWJSC) para su eventual utilización en 

protocolos de Ingeniería Tisular. 

 Desarrollar un método combinado (ACVL) para la evaluación de la viabilidad de 

células mesenquimales de origen dental (hDPSC) y no dental (hWJSC) basado en 

métodos de exclusión de colorantes vitales, ensayos funcionales, técnicas mixtas y 

microscopía microanalítica por energía dispersiva de rayos X, y evauar el perfil de 

viabilidad de ambos tipos celulares a lo largo de distintos subcultivos. 

 Identificar y seleccionar el subcultivo celular más adecuado de células madre 

mesenquimales de origen dental (hDPSC) de acuerdo con el índice ACVL, para su 

utilización como fuente celular en protocolos de Ingeniería Tisular. 

 Identificar y seleccionar el subcultivo celular más adecuado de células madre 

mesenquimales de origen no dental (hWJSC) de acuerdo con el índice ACVL, para 

su utilización como fuente celular en protocolos de Ingeniería Tisular. 

 Identificar los subcultivos celulares de hDPSC y hWJSC en los que la viabilidad 

celular no es adecuada para su uso en protocolos de Ingeniería Tisular. 
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5. DISCUSIÓN  
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El objetivo de la Ingeniería Tisular es el desarrollo de sustitutos artificiales para 

regenerar o reparar un tejido dañado o perdido. Para ello, es necesaria la utilización 

de una fuente de células que, además de presentar la capacidad de proliferación, 

autorrenovación y multipotencialidad, tengan un estado biológico compatible con la 

realización de dichas funciones en el momento de su utilización, es decir, que 

tengan un estado de viabilidad óptimo. 

En este sentido, en las publicaciones científicas que conforman la presente Tesis 

Doctoral, se han evaluado los perfiles de viabilidad celular de dos fuentes 

potenciales de células madre de origen mesenquimal procedentes de dos tejidos 

conectivos mucosos, como son las células madre de la pulpa dental humana 

(hDPSC), de origen dental; y las células madre de la gelatina de Wharton, del cordón 

umbilical humano (hWJSC), de origen no dental. 

Se han utilizado estas dos poblaciones de células madre debido a su facilidad de 

obtención y de expansión ex vivo frente a otras localizaciones de células madre 

como son el tejido adiposo (ADSC) o la médula ósea (BMSC), así como su gran 

potencialidad y capacidad de proliferación en cultivo (Martin-Piedra et al., 2013). 

La evaluación de los perfiles de viabilidad celular que se ha desarrollado en la 

presente Tesis Doctoral constituye no sólo un procedimiento de control de calidad 

para establecer el momento óptimo en el que estas células deben utilizarse, sino 

además, un importante modelo para investigar la senescencia celular en condiciones 

de cultivo, así como para identificar los mecanismos de muerte celular subyacentes. 

La elección de aquellos subcultivos celulares que presenten mejor viabilidad y 

capacidad proliferativa supone un factor crítico para predecir los resultados clínicos 
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de los tejidos artificiales que serán desarrollados (Alaminos et al., 2006, Garzón et 

al., 2009, Garzon et al., 2009, González-Andrades et al., 2009). 

En primer lugar, en la investigación desarrollada en esta Tesis Doctoral, se 

obtuvieron cultivos primarios tanto de hDPSC como de hWJSC mediante la técnica 

de digestión enzimática, ya que las células obtenidas mediante la digestión de la 

matriz extracelular presentan una tasa de proliferación significativamente mayor 

(Huang et al., 2006) en comparación a cuando se establecen cultivos primarios a 

partir de explantes (Park et al., 2004). La aplicación de estas técnicas en la presente 

Tesis Doctoral permitió obtener cultivos celulares adecuados de hDPSC y hWJSC de 

posible utilidad en protocolos de Ingeniería Tisular. 

Además, las células obtenidas en los primocultivos se consideran células madre 

mesenquimales ya que, en ambas fuentes celulares, se confirmaron los criterios 

establecidos por el Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee de la 

International Society for Cell Therapy (Dominici et al., 2006). En este sentido, los 

primocultivos, así como los posteriores subcultivos de hWJSC y de hDPSC 

mantenían una tasa de proliferación adecuada, así como capacidad de adhesión a 

sustratos plásticos. Igualmente, la diferenciación osteogénica, adipogénica y 

condrogénica fue evidenciada mediante tinciones histoquímicas específicas (Figura 

9). Asimismo, el estudio de marcadores de superficie mediante citometría de flujo 

reveló que estas células expresaron marcadores de células madre indiferenciadas 

como son CD90, CD146 y CD105, así como la expresión negativa de CD45 (Figura 

10). Todos estos datos confirman la idoneidad de los cultivos celulares establecidos 

en la presente Tesis Doctoral. 
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Figura 9. Microfotografías obtenidas con microscopio óptico de células madre de la 
pulpa dental (hDPSC) cultivadas en medios selectivos para la transdiferenciación 
osteogénica, condrogénica y adipogénica durante 28 días y teñidas mediante la 
técnica de Alizarin Red S (osteogénica), Alcian Blue (condrogénica) y Oil Red O 
(adipogénica). 
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Figura 10. Gráficas de citometría de flujo para identificación de marcadores 

CD45, CD90, CD105 y CD146 en hDPSC del primer subcultivo. 

 

 

 

Una vez establecidos y caracterizados los cultivos primarios, se porcedió a evaluar 

su viabilidad en sucesivos pases celulares. En la actualidad, no existe ningún 

método validado de forma exclusiva para el estudio de la viabilidad celular. En 

cualquier caso, como afirma Stoddart, siempre debería usarse más de un ensayo 
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para confirmar los resultados obtenidos tras la realización de una única prueba 

(Stoddart, 2011). Por ello, en la investigación realizada, se ha utilizado una 

combinación de distintos ensayos de viabilidad celular, cada uno de los cuales 

evalúa el status biológico de la célula desde un punto de vista diferente. Con ello, se 

consigue aumentar la sensibilidad y la especificidad de los resultados obtenidos. 

Asimismo, los resultados de las distintas pruebas han sido normalizados y tratados 

en conjunto mediante el desarrollo de un parámetro que hemos denominado 

Average Cell Viability Levels (ACVL) aplicado a tres de los trabajos que conforman 

esta Tesis Doctoral (Garzon et al., 2012b, Martin-Piedra et al., 2013, Martin-Piedra et 

al., 2014). Los cuatro ensayos que se combinan en el ACVL son los siguientes: una 

prueba de evaluación de la integridad de la membrana, —el método de exclusión de 

azul tripán—; una prueba funcional que evalúa la actividad de las deshidrogenasas 

mitocondriales, —el ensayo WST-1—; una técnica mixta que evalúa de forma 

conjunta el estado de la membrana y el estado metabólico citoplasmático, —el 

ensayo LIVE/DEAD—; y, por último, una prueba que mediante la microscopía 

analítica por energía dispersiva de rayos X (EPXMA) nos permite conocer de forma 

precisa los cambios iónicos intracelulares que determinan la viabilidad celular. El 

desarrollo del método combinado ACVL permite determinar de forma muy exacta y 

fiable los niveles de viabilidad de una población celular y abre la puerta a su 

utilización en todo tipo de protocolos de Ingeniería Tisular. 

Estudios previos demostraron que cuando las células madre adultas se mantienen 

en condiciones de cultivo durante varios subcultivos consecutivos, los perfiles de 

viabilidad celular suelen mostrar una curva que se divide en tres fases diferenciadas 

(Alaminos et al., 2007, Garzon et al., 2012b, Martin-Piedra et al., 2013). En primer 

lugar, durante los primeros subcultivos, la viabilidad disminuye ligeramente como 

respuesta a la adaptación inicial de las células a las condiciones ex vivo. En 
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segundo lugar, tras la adaptación inicial, la viabilidad celular recupera los niveles 

basales e incluso los supera, alcanzándose los niveles máximos de viabilidad. Es en 

esta fase donde se recomienda utilizar las células para Ingeniería Tisular. En último 

lugar, a partir de un determinado subcultivo, la senescencia celular se hace evidente, 

y la viabilidad celular va disminuyendo progresivamente, generalmente asociada a la 

aparición de uno o varios mecanismos de muerte celular por necrosis y/o apoptosis. 

Las células que se encuentren en esta última fase de senescencia celular no 

deberían ser utilizadas en protocolos de Ingeniería Tisular. 

A este respecto, los resultados de ACVL obtenidos en esta Tesis Doctoral muestran 

que, en ambos casos, tanto las células de origen dental (hDPSC) como las células 

de origen no dental (hWJSC) tienden a disminuir su la viabilidad determinada 

mediante ACVL en los primeros subcultivos. Probablemente, la utilización de 

métodos enzimáticos y de medios de cultivo supone un gran cambio para las 

células, que requieren un periodo de adaptación a las condiciones ex vivo. Los 

resultados de EPXMA para las células de origen dental (hDPSC) mostraron una 

disminución significativa del potasio intracelular en el segundo subcultivo, 

acompañado de una disminución de cloro, mientras que la concentración de sodio 

se mantuvo estabilizada. Además, el calcio también se elevó durante los dos 

primeros subcultivos (Martin-Piedra et al., 2012). En el caso de las células de la 

gelatina de Wharton (hWJSC), de origen no dental, el patrón iónico observado fue 

muy similar, con una disminución significativa de cloro y potasio entre el segundo y 

tercer subcultivo (Garzon et al., 2012b). La ratio K/Na, utilizada como indicador de 

viabilidad celular, se ha validado como uno de los indicadores microanalíticos más 

fiables para determinar el daño celular (Warley et al., 1994, Roomans, 2001, Salido 

et al., 2004). 
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El perfil iónico anteriormente descrito es característico de una población en estado 

pre-apoptótico, en el que la concentración intracelular de cloro y potasio inicialmente 

disminuyen (Fernandez-Segura et al., 1999). A partir del tercer subcultivo en las 

hDPSC y del cuarto subcultivo en las hWJSC, los niveles de cloro y sodio vuelven a 

aumentar. Asimismo, el porcentaje de células tripán-positivas aumenta en estos 

subcultivos en ambas fuentes celulares, lo que indica la existencia de cierto daño a 

nivel de la membrana plasmática. El porcentaje de células viables fue siempre, en 

cualquier caso, superior al 75%. El ensayo mixto LIVE/DEAD también mostró una 

disminución de la viabilidad celular en el segundo subcultivo de hDPSC y en el 

segundo y tercer subcultivo de hWJSC. Estos resultados sugieren que las células 

mesenquimales aisladas de tejidos mucosos responden de manera muy similar al 

procedimiento de expansión ex vivo, independiente de si su origen es dental o no 

dental. En consecuencia, tanto las hDPSC como las hWJSC sufren un proceso 

apoptótico durante los tres primeros subcultivos, probablemente debido a una 

combinación de la adaptación celular al medio ex vivo, así como al proceso de 

estrés enzimático sufrido por las células durante la obtención de los primoculltivos 

(Ikejima et al., 1999, Van Landuyt et al., 2010). Estos resultados concuerdan con 

otros estudios previos realizados sobre otros tipos celulares (Alaminos et al., 2007, 

Rodriguez-Morata et al., 2008). 

De forma complementaria, la utilización del ensayo TUNEL (transferase dUTP nick-

end-labeling) permitió confirmar el estado apoptótico de las hDPSC, mediante la 

detección de oligonucleótidos intranucleares como consecuencia de la 

fragmentación de ADN. Estos resultados iniciales confirman el importante papel que 

desempeña la EPXMA como técnica que permite la detección altamente sensible y 

precoz de cambios en el metabolismo celular relacionados con la viabilidad celular 

con anterioridad a la existencia de alguna alteración evidenciable en la membrana 
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plasmática (Martin-Piedra et al., 2012). En el caso de las hWJSC, el estudio de 

expresión génica mediante microarray permitió identificar la sobreexpresión de 

genes pro-apoptóticos como FASTKD2 y BNIP3L que podrían estar relacionados 

con esta respuesta inicial. 

En relación con la prueba metabólica WST-1, que determina la capacidad 

proliferativa y la funcionalidad mitocondrial, no se detectaron grandes cambios, si 

bien se apreció una disminución significativa en el segundo subcultivo de hDPSC, lo 

cual sugiere la existencia de cierta alteración metabólica durante este periodo 

adaptativo inicial a las condiciones de cultivo (Martin-Piedra et al., 2013). 

 

Tras esta etapa inicial de adaptación, se inicia una segunda fase. En dicha fase, la 

viabilidad celular, medida mediante ACVL, se recupera hasta alcanzar los niveles 

basales en el cuarto subcultivo en las hWJSC, y en el quinto subcultivo en las 

hDPSC (Garzon et al., 2012b, Martin-Piedra et al., 2013). Esta mejoría en la 

viabilidad se pone en evidencia a través de la recuperación del estado funcional 

mitocondrial en el caso de las células de la pulpa (hDPSC), mientras que en el caso 

de las células de la gelatina de Wharton (hWJSC), la recuperación de la viabilidad se 

evidencia a través del perfil iónico intracelular, concretamente de la ratio K/Na. 

La viabilidad celular, determinada mediante ACVL, alcanza en esta segunda fase el 

valor más elevado. De ello puede deducirse que esta fase constituye el momento 

óptimo para la utilización de estas células en los protocolos de Ingeniería Tisular. 

Las hWJSC muestran su momento de máxima viabilidad en el sexto subcultivo, 

mientras que las hDPSC lo hacen en el noveno subcultivo (Garzon et al., 2012b, 

Martin-Piedra et al., 2013). Resultados similares fueron obtenidos por Kerkis et al. 
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(Kerkis et al., 2006), que concluyen que la capacidad proliferativa de las hDPSC es 

óptima tras 10 subcutivos. Estos resultados, sin embargo, contrastan con los 

obtenidos para otras poblaciones de células adultas como son las células 

endoteliales (Rodriguez-Morata et al., 2008) o células corneales (Alaminos et al., 

2007). En estos casos, la máxima viabilidad se alcanzó en el tercer subcultivo, 

momento a partir del cual la viabilidad celular se reduce dejando paso a la 

senescencia celular, si bien hay que aclarar que en estos casos, los resultados de 

viabilidad celular no están publicados en términos de ACVL, sino mediante la 

utilización de ensayos aislados. La razón de que las células madre mesenquimales 

alcancen su máxima viabilidad tras varios subcultivos puede estar relacionado con 

su inmadurez y su carácter indiferenciado (Martin-Piedra et al., 2013). La pulpa 

dental y la gelatina de Wharton se consideran tejidos conectivos mucosos. Este tipo 

de tejido es catalogado usualmente como un tejido conjuntivo pseudo-embrionario 

(Welsch y Deller, 2010, Kierszenbaum y Tres, 2011), lo cual también podría explicar 

el hecho de que estas células preserven características óptimas durante más 

tiempo, en relación con otros tipos de células (Martin-Piedra et al., 2013). En 

cualquier caso, es importante señalar que nuestra investigación ha puesto de relieve 

que las hDPSC se mantienen en óptimas condiciones durante tres subcultivos más 

que las hWJSC, lo cual sugiere que las hDPSC podrán tener un carácter aún más 

indiferenciado que las células del cordón umbilical. 

Durante esta segunda fase de máxima viabilidad celular, las hWJSC y las hDPSC 

pusieron de relieve, a través de las distintas técnicas utilizadas, una integridad de 

membrana apropiada —determinada mediante el ensayo de exclusión de azul tripán 

y el ensayo mixto LIVE/DEAD—, así como un buen status metabólico —determinado 

mediante WST-1— y un perfil iónico óptimo —determinado mediante EPXMA—. Ello 

demuestra una alta correlación entre las distintas pruebas realizadas (Garzon et al., 



5. Discusión   109 
 

 
 

“Evaluación de los perfiles de viabilidad celular de células madre de la pulpa dental y de la gelatina de Wharton como 
control de calidad para su uso en Ingeniería Tisular” 

2012b), aportando validez a la metodología combinada desarrollada en la presente 

Tesis Doctoral. Algunos parámetros adicionales ayudan a confirmar los hallazgos 

descritos como, por ejemplo, una elevada concentración de azufre intracelular 

durante el sexto subcultivo de hWJSC, lo cual podría relacionarse con un aumento 

en la síntesis de glicosaminoglicanos sulfatados y, por tanto, con el buen status 

funcional de estas células (Roomans, 2002b). 

La determinación del nivel de expresión génica a partir de RNA microarray y su 

posterior análisis mediante SAM (Significance Analysis of Microarrays) en hWJSC 

también mostró la activación de algunos genes relacionados con la síntesis proteica, 

el crecimiento celular o la proliferación, lo cual se correlacionó con los datos de 

viabilidad obtenidos con las otras técnicas, aunque la capacidad de proliferación no 

mostró diferencias significativas según el ensayo WST-1 (Garzon et al., 2012b). 

Cuando el proceso de cultivo secuencial se alarga en el tiempo, las células entran en 

una fase compatible con un periodo de senescencia y la viabilidad celular empieza a 

disminuir (Zhu y Joyce, 2004, Rodriguez-Morata et al., 2008). El estudio de la 

senescencia celular, así como los mecanismos subyacentes a la misma, nos 

permiten identificar, por un lado, aquellos subcultivos que no son recomendables 

para su empleo en protocolos de Ingeniería Tisular o Medicina Regenerativa y, por 

otro lado, profundizar en los procesos de involución celular. Esta fase de pérdida de 

viabilidad celular, acompañada de uno o varios mecanismos de muerte celular, 

constituye la tercera y última fase de la curva de viabilidad celular. La senescencia 

empieza a manifestarse de forma progresiva justo después del momento óptimo de 

viabilidad (viabilidad celular máxima), es decir, a partir del séptimo subcultivo en las 

hWJSC, y a partir del décimo subcultivo en las hDPSC, según los resultados de 
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ACVL obtenidos en nuestra Tesis Doctoral (Garzon et al., 2012b, Martin-Piedra et 

al., 2014) 

Durante esta última fase, la viabilidad celular determinada mediante ACVL presenta 

una progresiva disminución asociada, principalmente, al descenso de la ratio K/Na. 

Este hallazgo confirma el papel del EPXMA como un método altamente sensible que 

permite detectar precozmente cambios iónicos relacionados con la viabilidad celular. 

En el caso de las hWJSC, la disminución de la ratio K/Na vino acompañada de un 

aumento de células tripán-positivas (no viables), mientras que en el caso de las 

hDPSC, este descenso vino acompañado de un mayor número de células no viables 

detectadas mediante LIVE/DEAD. Ambos ensayos, LIVE/DEAD y método de 

exclusión de azul tripán, sustentan su fundamento biológico en la alteración de la 

integridad de las membranas, lo que sugiere que las células de los subcultivos 

avanzados podrían tener alterada la integridad de sus membranas celulares. Sin 

embargo, la capacidad proliferativa, evaluada mediante WST-1, no presenta grandes 

cambios durante la senescencia para ninguna de las dos fuentes celulares 

evaluadas. Estos resultados sugieren, una vez más, el comportamiento similar que 

presentan las MSC procedentes de ambos tejidos mucosos a lo largo de la 

expansión mediante subcultivos consecutivos, independientemente de si su origen 

es dental (hDPSC) o no dental (hWJSC) (Garzon et al., 2012b, Martin-Piedra et al., 

2014). 

La introducción de pruebas complementarias nos permite conocer con mayor 

precisión cuáles son los procesos celulares que dirigen este último estadio de la 

viabilidad celular. El análisis de expresión génica realizado sobre los subcultivos de 

hWJSC permitió identificar algunos de los genes posiblemente responsables. 

Concretamente, se han podido identificar cuatro genes que al parecer podrían estar 
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asociados a los resultados obtenidos en el ACVL (Garzon et al., 2012b). Por una 

parte, los genes BCL2L2 (perteneciente a la familia BCL-2) y TNFAIP8 

(perteneciente a la familia de genes del factor de necrosis tumoral) son genes 

inhibidores de la apoptosis cuya función ha sido previamente demostrada en células 

humanas y tumorales (Kumar et al., 2000, Sasi et al., 2009). La acción combinada 

de estas señales antiapoptóticas podría ser responsable de los altos niveles de 

viabilidad encontrados en el quinto y sexto subcultivo de las hWJSC y su menor 

expresión podría afectar de forma importante al proceso de senescencia. Por otra 

parte, los genes BNIP3L y FASTKD2 han sido identificados como genes 

proapoptóticos o reguladores de la apoptosis y se relacionan asimismo con el 

proceso de viabilidad celular (Yasuda et al., 1999, Yeung et al., 2011). Posiblemente, 

la viabilidad celular sea resultado de un complejo equilibrio entre estos y otros genes 

y, tras sucesivos cultivos, dicho equilibrio se rompe en favor de las señales 

apoptóticas, lo cual concuerda con el proceso preapoptótico detectado mediante 

EPXMA y la baja viabilidad celular detectada mediante ACVL (Garzon et al., 2012b). 

De forma análoga, las células obtenidas de la pulpa dental humana (hDPSC) sufren 

un proceso parecido a partir del duodécimo y decimotercer subcultivo, momento en 

el que los marcadores microanalítcos detectan un perfil iónico compatible con el 

inicio de la apoptosis (disminución de potasio y cloro junto con un ligero aumento de 

sodio) (Zierold et al., 1994, Sanchez-Quevedo et al., 2007). 

Todas estas señales constituyen el primer indicio de subcultivos que muestran 

senescencia. En el decimoquinto subcultivo de hDPSC y en el octavo subcultivo de 

hWJSC, estos cambios se identifican en los ensayos de exclusión de azul tripán y 

LIVE/DEAD, que detectan valores mínimos en los dos últimos subcultivos, lo cual 

sugiere que existe daño en la membrana celular, tal y como se ha mencionado con 
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anterioridad (Martin-Piedra et al., 2014). Estos resultados están en concordancia con 

trabajos previos en los que se afirma que las células madre de origen dental 

(hDPSC) son muy resistentes en cultivo y pueden permanecer en estado de 

indiferenciación y conservando la estabilidad citogenética, así como expandirse 

superando el límite de Hayflick (duplicar la población celular más de sesenta veces) 

(Suchánek et al., 2007). 

Para confirmar los resultados de la viabilidad celular en pases celulares de hDPSC 

de larga duración (más de diez subcultivos), se evaluó la expresión específica de 

PCNA (proliferation cell nuclear antigen) y de hTERT (human telomerase reverse 

transcriptase) en los últimos diez subcultivos de hDPSC. La expresión de PCNA fue 

algo mayor en los subcultivos XI-XV en comparación con los subcultivos XVI-XX, si 

bien estas diferencias no fueron muy marcadas. Estos resultados, unidos a la 

ausencia de diferencias significativas detectadas por el ensayo WST-1 en los diez 

últimos subcultivos (XI-XX) nos permiten afirmar que la capacidad proliferativa de las 

hDPSC se mantiene de forma aceptable hasta veinte subcultivos. (Martin-Piedra et 

al., 2014) 

La actividad de la telomerasa, detectada a partir de la expresión de hTERT mediante 

western blotting, fue elevada en el subcultivo XV, al igual que la expresión de BCL7C 

(proteína antiapoptótica) que también alcanzó su punto máximo de expresión, lo cual 

concuerda con algunos estudios previos (Mokry et al., 2010). Probablemente, estos 

resultados obtenidos sugieren la presencia de un mecanismo celular para prevenir la 

senescencia. A partir del subcultivo XVI-XVII, la expresión de estas señales se 

reduce, lo que, junto a un aumento en la expresión de proteínas proapoptóticas, 

como la Caspasa 4, desemboca irreversiblemente en el proceso apoptótico que 

tendrá como consecuencia la pérdida progresiva de la viabilidad celular determinada 
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mediante ACVL (Martin-Piedra et al., 2014). Estos hallazgos sugieren la existencia 

de un complejo equilibrio entre distintas señales que influyen, de forma directa o 

indirecta, en el status biológico celular, en su senescencia, así como pueden 

desencadenar la entrada en un estado de muerte celular como es la apoptosis, de 

forma similar a lo que ocurre con las hWJSC a partir del séptimo subcultivo, como ya 

fue mencionado previamente. 

Una de las principales consecuencias de la apoptosis es la fragmentación de ADN 

que ocurre en el interior del núcleo. La biomarcación de oligonucleótidos de ADN 

mediante fluorescencia (ensayo TUNEL) detectó un aumento de células que estaban 

en una fase activa de fragmentación de ADN a partir del XVII subcultivo, lo cual 

confirma los hallazgos previamente descritos. 

En resumen, la combinación de varias pruebas con distinto fundamento biológico 

nos permite un conocimiento más amplio y preciso de cualquier proceso biológico 

que pretendamos evaluar. En nuestro caso, la metodología combinada ACVL 

desarrollada en la presente Tesis Doctoral nos ha permitido una detección más 

sensible y, por tanto, un diagnóstico más precoz del status biológico de las 

poblaciones celulares que pretendemos emplear para elaborar tejidos artificiales en 

el laboratorio. De dicho diagnóstico dependerá que las células utilizadas en 

Ingeniería Tisular tengan unas propiedades óptimas en el momento exacto de su 

utilización. La utilización de células cuyas propiedades se encuentren parcial o 

totalmente comprometidas influirá de forma negativa en la calidad de los tejidos 

elaborados y, por tanto, en la efectividad de dichos tejidos una vez sean implantados 

en el huésped correspondiente. Es por ello que la evaluación de la viabilidad celular 

constituye un control de calidad y un factor pronóstico de gran importancia en el 

desarrollo de la Ingeniería Tisular. 
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Los cultivos evaluados en esta Tesis Doctoral son células madre mesenquimales 

procedentes de tejidos mucosos de origen dental (hDPSC) y no dental (hWJSC). 

Tras un proceso de subcultivo secuencial, las hWJSC alcanzan un punto óptimo 

para su utilización en Medicina Regenerativa o Ingeniería Tisular en el sexto 

subcultivo, mientras que las hDPSC tienen una viabilidad óptima tras nueve 

subcultivos. De igual manera, no es recomendable  el uso de los cultivos de hWJSC 

que hayan sido subcultivados más de siete veces, o las hDPSC que hayan sido 

subcultivadas más de catorce veces, ya que son cultivos en estado de senescencia 

con una viabilidad celular reducida. El hecho de que las células de origen dental 

mantengan niveles de viabilidad celular durante un mayor número de pases 

celulares sugiere que estas células, localizadas en la pulpa del diente permanente, 

podrían presentar menores niveles de diferenciación celular que las hWJSC 

obtenidas en el momento del nacimiento. 
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Los resultados obtenidos en la investigación realizada en la presente Tesis Doctoral 

permiten obtener las siguientes conclusiones: 

 

1. Los protocolos de aislamiento y de cultivo celular desarrollados en la presente Tesis 

Doctoral permiten la obtención de células madre mesenquimales de origen dental 

(células madre de la pulpa dental humana —hDPSC) y no dental (células madre de 

la gelatina de Wharton humana —hWJSC) verificándose el cumplimiento de los 

criterios de caracterización establecidos por la Sociedad Internacional de Terapia 

Celular para células madre mesenquimales, sin que se hayan detectado alteraciones 

artefactuales significativas durante el proceso. 

 

2. El desarrollo de la técnica combinada ACVL permitió evaluar la viabilidad celular con 

gran sensibilidad y especificidad. Según esta técnica, las células madre 

mesenquimales de origen dental (hDPSC) y no dental (hWJSC) poseen un alto perfil 

de viabilidad celular en el conjunto de los subcultivos secuenciales desarrollados en 

cada tipo celular. En ambos casos, el perfil de viabilidad puede subdividirse en tres 

fases: una fase inicial en la que la viabilidad está parcialmente comprometida como 

consecuencia de la adaptación de las células al medio ex vivo, una segunda fase en 

la que la viabilidad aumenta hasta alcanzar un valor máximo, y una tercera fase en 

la que la viabilidad disminuye progresivamente como consecuencia de la 

senescencia celular, lo que suele ir asociado a un proceso apoptótico. 
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3. Las células madre mesenquimales de origen dental (hDPSC) pertenecientes al 

noveno subcultivo, tras el análisis combinado de varios ensayos (ACVL), presentan 

el nivel de viabilidad celular óptimo para su utilización como fuente celular en 

protocolos de Ingeniería Tisular. 

 

4. Las células madre mesenquimales de origen no dental (hWJSC) correspondientes al 

sexto subcultivo, tras el análisis combinado de varios ensayos (ACVL), presentan el 

nivel de viabilidad celular óptimo para su utilización como fuente celular en 

protocolos de Ingeniería Tisular. 

 

5. Las células madre mesenquimales de origen dental (hDPSC) pertenecientes a los 

subcultivos segundo a séptimo y decimocuarto a vigésimo, así como las células de 

origen no dental (hWJSC) pertenecientes a subcultivos del segundo al cuarto y del 

séptimo al décimo no alcanzan el carácter óptimo que se requiere para que estas 

células puedan ser utilizadas como fuente celular prioritaria en protocolos de 

Ingeniería Tisular. 
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