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RESUMEN 

La fibroína de seda es una proteína de origen natural producida por el insecto Bombyx 

mori también conocido como gusano de seda. Se trata de una substancia que presenta 

propiedades cicatrizantes y regenerativas, siendo un biomaterial óptimo que podría ser 

utilizado en regeneración y reparación pulpar. Por otro lado, las células madre son 

células que presentan elevada capacidad clonogénica, de autorenovación, pudiendo 

diferenciarse en varios linajes celulares. Además, se pueden aislar de distintas 

localizaciones dentro de la cavidad oral.  

En nuestro caso las células madre utilizadas procedían de dientes deciduos. El objetivo 

de este trabajo ha sido valorar la biocompatibilidad de la fibroína de seda con células 

madre procedentes de dientes deciduos.  

A partir de dientes de leche sin afectación pulpar se realizó la extracción de pulpa dental 

humana (hDP), que fue disgregada enzimática y mecánicamente; se realizó el recuento 

y la estimación de la viabilidad celular y posterior siembra de células madre de pulpa 

dental de dientes deciduos. Igualmente, se fabricó un armazón tridimensional (scaffold) 

de fibroína de seda donde se sembraron 5000 células. Se analizó la proliferación celular 

mediante la técnica de Alamar Blue y la morfología de las células creciendo sobre los 

scaffolds se analizó a través de microscopía electrónica de barrido. Se estudió la 

supervivencia y morfología celular, los resultados obtenidos demostraron que los 

scaffolds de fibroína resultan biocompatibles para las SHEDs ya que éstas mantienen su 

morfología y se adhieren al mismo con facilidad y las SHEDs son capaces de proliferar 

sobre él. Los resultados de este trabajo in vitro avalan el uso del scaffold de fibroína de 

seda en ingeniería tisular con células madre de dientes deciduos. Futuros trabajos in vivo 

son necesarios para confirmar su posible uso en pulpotomías y en endodoncia 

regenerativa. 

 

PALABRAS CLAVE 

Fibroína de seda; armazón tridimensional; scaffold; células madre; pulpa dental; 

regeneración dental. 
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ABREVIATURAS 

ALP  Fosfatasa alcalina 

ANP  Péptido natriurético atrial. 

BMP-2 Proteína morfogénica ósea 2 

BSP  Bromosulfaleína 

CMs  Células madre. 

CMMs Células madre mesenquimales. 

CNTF  Factor neurotrófico ciliar. 

CNPase Nucleótido fosfodiesterasa 

DFSCs Células madre procedentes del folículo dental. 

DPSCs Células madre procedentes de la pulpa dental. 

FGF  Factor de crecimiento fibroblástico. 

FRP  Factores ricos en plaquetas. 

GAD  Ácido glutámico descarboxilasa. 

GFAP  Proteína acídica fibrilar glial. 

GMSC Células madre procedentes de tejido gingival. 

HA/TCP Tricalcio fosfato hidroxiapatita. 

hDP  Pulpa dental humana. 

hDTM  Scaffold de dentina humana. 

IBA1  Molécula adaptadora de enlace de calcio ionizado. 

IMIDA Instituto Murciano de Investigación y Desarrollo Agrario y Alimentario 

LAIB  Laboratorio Investigación Biomédica. 

MB  Medio basal. 

MEB  Microscopía Electrónica de Barrido. 

MEM  Medio mínimo esencial Eagle. 

α-MEM Medio mínimo esencial Eagle, modificación alfa. 

β-MHC Cadena pesada de la β-miosina. 
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MTT  Metil-tiazol-tretazolio. 

NeuN  Proteína nuclear neural específica. 

NGF  Factor de crecimiento nervioso. 

OMLP-PCs Células madre procedentes de la lámina propia de la mucosa oral. 

OMSCs Células madre procedentes de la médula ósea de la mandíbula. 

OPN  Osteopontina. 

PBS  Tampón fosfato salino. 

PDLSCs Células madre procedentes de ligamento periodontal. 

PL-MSCs Células madre procedentes de tejido inflamatorio periapical de 

infecciones odontógenas. 

PLG  Ácido láctico co-glicólido 

P/S  Penicilina estreptomicina 

SBF  Suero bovino fetal. 

SCAPs Células madre procedentes de la papila apical. 

SHEDs Células madre procedentes de dientes deciduos. 

VEGF  Factor de crecimiento del endotelio vascular. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 ANATOMÍA DENTAL 

El diente para su estudio se puede diferenciar en dos partes: corona clínica y corona 

anatómica. La corona clínica es la porción visible del diente que va desde el borde 

terminal de la encía hasta el borde incisal  o cara oclusal y es variable; mientras que la 

corona anatómica va desde el borde incisal o cara oclusal hasta la unión del esmalte con 

el cemento y es invariable, establecido su final por la línea cervical (1). La línea cervical 

es el sitio de unión entre la corona y la raíz, que también conocemos como cuello; 

siendo la raíz es la parte del diente que se aloja en el alveolo (1). 

El diente está formado por tres tejidos calcificados: esmalte, dentina y cemento, los 

cuales rodean a una zona central formada por tejido conjuntivo denominada pulpa (Fig. 

1). 

 

Figura  1. Anatomía dental. (Tomado de la tesis Aislamiento, caracterización y plasticidad de 
las células madre de pulpa dental de Francisco Javier Rodriguez Lozano) 

El esmalte es la capa más externa situada en la porción de la corona anatómica del 

diente rodeando a la dentina (Fig. 1). Queda unida al complejo dentino-pulpar en la 

unión amelocementaria. Está compuesta por hidroxiapatita (calcio en forma de 

fosfatos), siendo material inorgánico (calcio y fósforo son los principales elementos 

inorgánicos, además de aluminio, bario…) en un 96%, además de materia orgánica 
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(fundamentalmente proteínas como la albúmina) en un 1% y agua el 3%. Se trata del 

tejido mineral más duro del cuerpo humano gracias a su contenido inorgánico. Es 

translúcido, blanco o grisáceo, no siendo él quien proporciona el color al diente, sino la 

dentina (1). 

La dentina es el tejido más abundante del diente, en la corona se encuentra cubierto por 

el esmalte y en la raíz por el cemento (Fig. 1). Es el encargado de proporcionar la forma 

y rigidez necesaria para llevar a cabo su función. Tiene un color amarillento pálido, 

siendo el responsable del color dada la translucidez del esmalte. Está compuesto en un 

70% por material inorgánico (hidroxiapatita), 20% orgánico (colágeno) y 10% de agua. 

El cemento cubre la dentina desde el cuello hasta el ápice (Fig. 1). Se trata de un tejido 

avascular y carente de inervación. Se halla unido en su superficie interna a la dentina, 

mientras que en su superficie externa se une a las fibras de colágeno del ligamento 

periodontal. Está compuesto en un 65% por material inorgánico (hidroxiapatita), un 

23% de material orgánico (colágeno tipo I) y un 12% de agua (1). 

Estos tejidos duros se encargan de proteger a la pulpa. La pulpa es un tejido conjuntivo 

laxo que ocupa tanto la cámara pulpar en la corona como los conductos radiculares en 

las raíces (Fig. 1). La pulpa se encuentra compuesta por: 

 Células (1) 

o Odontoblastos: situados en la zona más periférica de la pulpa con 

prolongaciones que se alojan en la dentina. Son células que no se dividen 

una vez diferenciadas y se cree que su longevidad coincide con la del 

diente. Sin embargo, ante determinados estímulos, el diente responden 

creando nuevo tejido dentinario, lo que implicaría nuevos odontoblastos, 

suponiendo que son las células mesenquimáticas indiferenciadas, las que 

se diferencian cuando es necesario. 

o Fibroblastos: son las células más abundantes. Forman y mantienen la 

matriz pulpar junto al colágeno y la sustancia fundamental. Son los 

responsables de la síntesis, recambio y degradación del colágeno. 

o Células mesenquimáticas indiferenciadas: son células a partir de las 

cuales se diferencian otras células conjuntivas de la pulpa. Se encuentran 

en el área central de ésta, cerca de los vasos sanguíneos. 
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o Macrófagos: se encuentran en el centro de la pulpa, alrededor de los 

vasos sanguíneos. 

o Linfocitos: células de defensa productoras de anticuerpos que participan 

en la inmunidad celular. 

 Sustancia fundamental: compuesto por proteoglicanos, condroitín sulfato, 

queratín sulfato, dermatán sulfato y ácido hialurónico. Se encarga de soportarlos 

componentes celulares y ser medio de transporte de nutrientes desde los vasos a 

las células (1). 

 Fibras: son fundamentalmente de colágeno tipo I y III, ubicándose la mayor 

concentración del mismo en la zona apical. También existe presencia de 

fibronectina y fibras reticulares en la pulpa de dientes jóvenes (1). 

 Irrigación sanguínea y linfática: los vasos sanguíneos entran y salen a través 

de los forámenes apicales. Suelen ser una o dos arteriolas que aumentan su luz al 

llegar a la pulpa y emiten vasos colaterales que se ramifican formando una red 

capilar extensa. El sistema eferente está formado por vénulas con diámetro 

similar a las arteriolas pero con paredes más delgadas. Los vasos linfáticos se 

originan en la región coronaria y tienen zonas abiertas en sus paredes (1). 

 Inervación: entran a través de los nervios de los vasos arteriales por el foramen 

apical principal. Son aferencias sensoriales del trigémino y ramas simpáticas del 

ganglio cervical superior (1). 

 

1.2 CÉLULAS MADRE 

Las células madre (CMs) son células indiferenciadas que presentan alta capacidad 

clonogénica, de autorenovación y pueden diferenciarse en múltiples linajes celulares, 

incluyendo osteoblastos, adipocitos, condrocitos… (2-6). 

Encontramos diferentes tipos CMs, dependiendo de su origen, grado de diferenciación o 

tejido en el que se encuentren (Fig. 2) (2,7):  

 Células madre totipotentes: son capaces de generar 200 tipos de tejido humano 

además de tejidos extraembrionarios. 

 Células madre pluripotentes: pueden generar cualquier estirpe del embrión, 

aunque no extraembrionaria. 
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 Células madre multipotentes: sólo pueden generar un subconjunto de tipos 

celulares. 

 Células madre oligopotentes: cuando el subconjunto de tipos celulares que 

pueden generar es más reducido. 

 Células madre unipotentes: si sólo generan un tipo celular. (2,7) 

 

Figura 2. Modelo de diferenciación de células madre en el caso de linaje neural (Tomado de 
Weismann IL, 2000) 

1.2.1 Células madre mesenquimales 

Estas células se encuentran en la médula ósea, son llamadas células madre 

mesenquimales (CMMs) o mesenchymal stem cells (MSCs). Presentan aspecto 

fibroblástico y características de células madre. Tienen capacidad de autorenovación, 

proliferación y capacidad de diferenciación a varias líneas de tejido mesodérmico (8). 
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1.2.2 Células madre derivadas de tejidos orofaciales 

Encontramos células madre dentro de boca (Fig. 3): 

 Células madre procedentes del ligamento periodontal (PDLSCs) 

 Células madre procedentes del folículo dental (DFSCs) 

 Células madre procedentes de la papila apical (SCAPs) 

 Células madre procedentes del tejido gingival (GMSCs) 

 Células madre procedentes del tejido inflamatorio periapical procedente de 

infecciones odontógenas (PL-MSCs) 

 Células madre procedentes de la lámina propia mucosa oral (OMLP-PCs) 

 Células madre procedentes de médula ósea de mandíbula (OMSCs) 

 Células madre procedentes de pulpa dental (DPSCs) 

 Células madre procedentes de dientes deciduos (SHEDs) (9-14) 

 

Figura 3. Localización de las células madre en la cavidad oral. (Tomado de la tesis Aislamiento, 
caracterización y plasticidad de las células madre de pulpa dental de Francisco Javier Rodriguez 
Lozano) 

 

A. Células madre procedentes del ligamento periodontal (PDLSCs) 

El ligamento periodontal, uno de los tejidos conectivos más complejos y especializados 

del cuerpo humano se encuentra entre el cemento y la pared interna del hueso alveolar 

(15). Se ha demostrado que no sirve únicamente de soporte a los dientes, sino que 
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también es capaz de contribuir a la nutrición de los dientes, a la homeostasis y a la 

regeneración del tejido periodontal (16). En el ligamento periodontal se encuentran unas 

células mesenquimales indiferenciadas (PDLSCs) que fueron descritas (11) como 

“células con alta capacidad clonogénica, con alta proliferación y con capacidad de 

regenerar tejido periodontal”. Se ha visto que las PDLSCs pueden ser obtenidas del 

ligamento periodontal después de su separación, por ejemplo en terceros molares 

extraídos (15).  

Experimentos in vivo demuestran que son capaces tanto de diferenciarse de 

cementoblastos funcionales como de producir cemento cuando son trasplantados en la 

superficie dorsal de ratones inmunodeprimidos (11). Se ha comprobado que contribuyen 

a la reparación del tejido periodontal gracias a un estudio realizado con PDLSCs, 

trasplantadas en defectos periodontales inducidos en el área molar de mandíbulas de 

ratas inmunodeprimidas donde se vio que tenían un rol funcional en la regeneración de  

tejido periodontal (11, 17-19). 

El potencial osteogénico se ha demostrado a través de su capacidad para formar una 

matriz mineralizada con depósitos de calcio 14 días después de estar expuestos a medios 

inductores de diferenciación osteogénica (20). Otro trabajo demostró que son capaces de 

diferenciarse las PDLSCs en células productoras de insulina, lo que implica que estas 

células también podrían ser capaces de generar células del linaje endodérmico (21).A su 

vez se comprobó con experimentos in vitro que presentan los marcadores celulares 

CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD59, CD73, CD90, CD105, CD106, CD146 y 

CD166 (22) presentando la habilidad de diferenciarse a linajes odontoblástico, 

osteoblástico, adipogénico y condrogénico (23). 

B. Células madre procedentes del folículo dental (DFSCs) 

El folículo dental es un tejido ectomesenquimal que rodea al germen de los dientes no 

erupcionados y contiene células madres de origen mesenquimal (DFSCs) (24). El 

folículo dental es quien dará lugar al ligamento periodontal y a células con capacidad de 

diferenciarse a odontoblastos, cementoblastos y osteoblastos (24, 25); se cree que las 

células madre del folículo dental que se encuentran más cerca de la raíz se diferencian 

formando cementoblastos, mientras que las células madre más cercanas al hueso 

alveolar se diferencian a osteoblastos (15). Su función biológica principal es la 
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coordinación de la erupción de los dientes a través de la regulación de los procesos de la 

osteoclastogénesis y la osteogénesis (15, 26). Fueron identificadas por primera vez por 

Morsczeck y col., en la zona del folículo de terceros molares impactados utilizando el 

mismo protocolo que Gronthos realizó para descubrir las células madre procedentes de 

pulpa dental (DPSCs) (15, 24). Para el aislamiento de las DFSCs los folículos dentales 

se separan del diente, se separan mecánicamente y se colocan en una solución 

enzimática (24). La obtención de las DFPCs sólo puede ser realizada en pacientes con 

dientes sin erupcionar como el tercer molar (27).  

Estudios in vivo demuestran que son capaces de expresar la proteína osteocalcina y 

sialoproteína ósea al mes de ser trasplantadas en un ratón inmunodeprimido, pero no en 

forma de hueso o cemento. Otros estudios realizados in vitro, demuestran su 

diferenciación a osteoblastos, cementoblastos, adipocitos y neuronas (28-34). Estudios 

in vitro han demostrado que presentan marcadores celulares específicos como CD9, 

CD10, CD13, CD29, CD44, CD53, CD59, CD73, CD90, CD105, CD106, CD166 y 

CD271 (22). Y no expresan los marcadores hematopoyéticos CD34, CD45, CD117 y 

HLA-DR (27, 29, 36-38). 

Para comprobar la población heterogénea de células en el folículo dental se realizó un 

estudio con tres líneas celulares a partir de DFPCs de ratones (29). Los resultados 

obtenidos demostraron que existían diferencias significativas entre las tres líneas 

celulares derivadas del folículo dental en relación a la tasa de proliferación, los patrones 

de distribución del ciclo celular, y marcadores de superficie celular. La primera línea 

celular tenía una alta actividad de proliferación pero no mostraba ninguna actividad de 

mineralización, lo que sugiere que podría estar relacionado con un linaje de tipo 

ligamento periodontal. La segunda línea fue similar a la primera con respecto a la 

proliferación potencial, pero la alta actividad de ALP era indicativa de un estado 

altamente indiferenciado. La tercera línea celular exhibía características de 

mineralización, lo que indica que podría ser de estirpe osteoblástica del hueso alveolar o 

cementoblastica (15). 

C.  Células madre procedentes de la papila apical (SCAPs) 

La papila apical es el tejido blando que se encuentra en el ápice de los dientes 

permanentes que se encuentran en desarrollo, que finalmente se convierte en el tejido de 
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la pulpa del diente maduro (12). La formación de la raíz comienza con la proliferación 

del epitelio apical del tercio cervical, la papila contribuye a la formación del diente y 

eventualmente se convierte en tejido pulpar y en una zona apical rica en células entre la 

papila apical y la pulpa (39). Sonoyama y col. fueron los primeros en aislar las SCAPs 

de la papila apical de terceros molares impactados en pacientes de 18-20 años en 2006 

(12). SCAPs muestra un mayor grado de proliferación y mineralización potencial que 

las DPSCs y expresan marcadores de células madre típicos, incluyendo el STRO1, 

CD13, CD24, CD29, CD73, CD90, CD105, CD106, CD146, CD166 y además son 

negativas para CD18, CD34, CD45 y CD150 (40). Curiosamente, las SCAPs son 

capaces de expresar un marcador único, no detectable en otras células madre, el CD24 

(14, 41). El aislamiento de las SCAPs se consigue mediante la separación suave de la 

papila apical de la raíz con el ápice inmaduro durante la extracción de terceros molares 

(15). La papila apical se tritura y se digiere con una solución enzimática para obtener las 

células en suspensión (14). 

Las SCAPs son células con alta plasticidad, capaces de diferenciarse a odontoblastos, 

osteoblastos, adipocitos y condrocitos (12), además de diferenciación neural in vitro 

(12, 39, 41). Presentan un alto grado de proliferación, duplicación, así como una alta 

capacidad de regeneración por la alta actividad de la telomerasa y una aumentada 

capacidad de migración comparada con las células madre procedentes de pulpa dental 

(DPSCs), siendo obtenidas del mismo diente y cultivadas en las mismas condiciones. 

En un estudio realizado con minicerdos en los que se trasplantaron SCAPs y PDLSCs 

generaron un complejo de raíz periodontal capaz de soportar una corona de porcelana 

(12). Por lo que se puede concluir que las SCAPs tienen un alto potencial para su 

utilización en regeneración de pulpa/dentina, así como para endodoncia (12, 39, 42). Sin 

embargo, no ha podido ser identificada formación de cemento o hueso (22). 

Se ha especulado que las SCAPs pueden ser la fuente de odontoblastos primarios 

responsables de la formación de la dentina radicular, mientras que es probable que las 

DPSCs sean fuente de los odontoblastos de recambio que formarían la dentina 

reparadora (43). Para poder jugar un papel funcionan in vivo, la raíz tiene que conectar 

con el ligamento periodontal. En estudios preliminares donde se utilizaron minicerdos, 

el co-trasplante de SCAPs y PDLSCs en HA/TCP producen la formación de dentina y 

ligamento periodontal respectivamente (12). Estos hallazgos sugieren que las SCAPs 
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junto con PDLSCs podrían ser usados para crear una raíz biológica que podría usarse de 

manera similar a un implante, limitando con una corona dental artificial (15). 

Una característica interesante de las SCAPs es que expresan varios marcadores 

neuronales incluso cuando no se exponen a la estimulación neurogénica, lo que implica 

su posible origen de la cresta neural (41). Sin embargo, cuando son estimuladas, se 

expresan más marcadores neuronales como βIII-tubulina, GFAP, GAD, nestina, NeuN, 

NFM, enolasa neuronal específicas (NSE), y CNPase (39).Teniendo en cuenta todas 

estas observaciones, las SCAPs parece ser más similar al embrionario de otras fuentes 

de DSC (44). En consecuencia, las SCAPs podrías tener potencial para aplicaciones no 

sólo en odontología, sino también en el tratamiento de enfermedades 

neurodegenerativas y enfermedades isquémicas, así como en investigación de la 

diabetes, y otras aplicaciones en el campo de la medicina regenerativa (45). 

D. Células madre procedentes del tejido gingival (GMSCs) 

Denominadas en inglés como ginvival mesenchymal stem cells (GMSCs) se trata de un 

tejido oral único alrededor del reborde alveolar y la región retromolar, que es 

reconocido como una barrera mucosa biológica (46). Una de las características más 

llamativas de la encía es su notable capacidad de regeneración y curación de la herida, 

que se caracteriza por una rápida reconstitución de la arquitectura del tejido y poca 

evidencia de formación de cicatrices, en contraste con la cicatriz común que se forma en 

la piel (47).  

Histológicamente, la encía se compone de tres capas: una capa epitelial, una capa basal 

y una capa espinosa inferior que es similar a la dermis de la piel (15). Zhang y col. 

fueron los primeros en citar un aislamiento de GMSCs de la capa espinosa de encía 

humana en 2009 (14, 15). La principal ventaja de utilizar encía es la posibilidad de 

conseguir una gran cantidad de células madre sin la necesidad de sacrificar un diente de 

manera irreversible para obtener su pulpa, ligamento periodontal o folículo dental (15). 

Además el tejido gingival se puede obtener de procedimientos mínimamente invasivos 

en cualquier momento de la vida. 

Para el aislamiento de GMSCs los tejidos gingivales se incuban con dispasa para 

separar la capa epitelial y la capa espinosa para ser después desmenuzados y digeridos 

enzimáticamente con colagenasa (14, 48). Otros métodos descritos para el aislamiento 
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de GMSCs implicó el uso de colagenasa y dispasa al mismo tiempo, seguido por la 

eliminación de la primera suspensión celular digerida para excluir células epiteliales y 

posterior incubaciones adicionales con la misma solución enzimática (49, 50). Las 

GMSCs fueron identificadas como células adherentes al plástico con morfología similar 

a fibroblastos (14). Presentan clonogenicidad, capacidad de auto renovación y pueden 

diferenciarse en adipocitos, osteoblastos, condrocitos, células endoteliales y neurales 

(14, 51, 52). Además, diferentes estudios reportan que derivan en un 90% de células 

procedentes de cresta neural y en un 10% del mesodermo (53). Son capaces de expresar 

los marcadores SSEA-4, Oct-4, STRO-1, CD29, CD73, CD90, CD105, pero no 

expresan CD34, CD45 y HLA-DR (14, 54, 55). Curiosamente, las GMSCs han 

demostrado tener propiedades inmunomoduladores, en particular inhiben la 

proliferación de linfocitos y expresan una amplia gama de factores inmunosupresores, 

tales como la interleuquina 10 (IL-10), inducible NO sintasa (iNOS), y la 

ciclooxigenasa 2 (COX-2) en respuesta a la citoricina inflamatoria interferón (14). 

Estudios in vivo donde GMSCs fueron trasplantadas con gel de fibroína en ratones 

inmunocomprometidos demostraron que las GMSCs regeneraban tejido conectivo 

similar, incluyendo la presencia de fibroblastos y fibras de colágeno. Por lo que se 

concluyó que las GMSCs tienen una potente capacidad de auto renovación in vivo (14, 

54). 

E. Células madre procedentes del tejido inflamatorio periapical (PL-MSCs) 

Las células madre mesenquimales de tejido inflamatorio periapical son células 

procedentes de infecciones odontógenas (PL-MSCs) que presentan capacidad de 

diferenciarse en adipocitos, osteoblastos y condrocitos in vitro. In vivo se ha demostrado 

que son capaces deformar tejido mineralizado en ratas inmunocomprometidas (56, 57). 

F. Células madre procedentes  de la lámina propia de la mucosa oral (OMLP-

PCs) 

Se trata de un tejido único alrededor de los puentes alveolares y la región retromolar que 

es conocido como una barrera biológica mucosa (22). Fueron denominadas OMLP-PCs. 

Son capaces de diferenciarse a condrocitos, osteoblastos, células del endodermo y 

células neurales (neuronas y células de Schwann) (58, 59). Parecen mostrar 
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clonogenicidad, capacidad de autorenovación, así como diferenciación multipotente 

(22). 

G. Células madre procedentes  de la médula ósea de mandíbula (OMSCs) 

Llamadas OMSCs tienen la capacidad de diferenciarse a osteoblastos, adipocitos y 

condrocitos en presencia de un medio inductor. Se demostró que expresan los 

marcadores: CD73, CD105, CD106, SSEA-4 y Oct-4 aunque no expresan los 

marcadores hematopoyéticos CD34 y CD45. En un estudio comparando OMSCs con 

células mesenquimales de médula ósea de huesos largos (BMMSCs) presentaron las 

primeras una mayor tasa de proliferación y de unidades formadoras de colonias (13). 

H. Células madre procedentes de pulpa dental (DPSCs) 

En el año 2000 el grupo de Songtao Shi (10) consiguió aislar células madre de la pulpa 

dental, que fueron extraídas de terceros molares de humanos, demostraron alta 

capacidad clonogénica y se diferenciaron hacia odontoblastos, capaces de formar el 

complejo dentinopulpar que se implantaron en ratas inmunocompremetidas. En este 

estudio se comprobó que tenían un porcentaje de proliferación mayor que las células 

madre de médula ósea (9). 

Las células madre procedentes de la pulpa dental (DPSCs) son capaces de diferenciarse 

a osteoblastos aumentando el porcentaje de suero presente en el medio de cultivo, sin la 

necesidad de adición de otros componentes (60-64). Estas células trasplantadas in vivo 

forman un complejo dentinario similar al del diente tras cinco semanas. La obtención de 

células madre procedentes de pulpa dental es una práctica sencilla, ya que podemos 

obtenerla de los terceros molares que suelen ser extraídos y tirados (15). Para realizar la 

obtención de la pulpa basta con cortar y separar el cemento del esmalte y después 

separar suavemente la pulpa de la corona y la raíz. Los marcadores celulares específicos 

que presentan son: CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD106, 

CD166 (15), siendo negativos para: CD14, CD34, CD45 y HLA-DR (36, 43). 

Además las células madre de la pulpa dental son: 

 Capaces de producir reparación cardiomiogénica de forma similar a las células 

madre procedentes de la médula ósea y tejido adiposo (65, 66). DPSCs 

cocultivadas junto a células cardiomiogénicas procedentes del corazón de ratas 
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neonatales, fueron capaces de expresar altos niveles de marcadores cardiacos 

como Troponina I, β-MHC y ANP tras cuatro semanas de cultivo. Cuando se 

realizó el trasplante de DPSCs en ratas inmunodeprimidas a las que se les había 

provocado un infarto de miocardio, éstas mejoraron la función cardiaca, 

aumentaron el número de vesículas cardíacas y redujeron la zona infartada (67). 

 Favorecen la respuesta endógena neural. Esta evidencia quedó demostrada en un 

estudio en el que células de la pulpa dental procedentes de monos se inyectaron 

en el hipocampo de ratones inmunodeprimidos. La bromodeuxiuridina (que se 

utiliza para evaluar la respuesta endógena neural) aumentó al quinto día en el 

hemisferio de la inyección. Entre el día 7-30 se observó un aumento de Nestina, 

β-III tubulina, GFAP e Iba1 en la zona de inyección. A su vez se produjo un 

aumento de factores neutróficos como CNTF, VEGF, FGF-2 y NGF (65) 

Además, debido a su origen embrionario, las DPSCs tienen la capacidad de 

diferenciarse a neuronas, glía y oligodendrocitos (68, 69). Cuando son cultivadas 

en un medio de inducción neural adecuado para neuronas, se provoca un cambio 

de morfología y aumenta la expresión de marcadores neurales como β-III 

tubulina, GAD y NeuN, además de ser capaces de sobrevivir en el hipocampo de 

un ratón durante más de 10 días y seguir expresando marcadores neurales (9). 

 Son capaces de regenerar el complejo dentino-pulpar. Cuando existe agresión al 

diente estas células son capaces de diferenciarse a odontoblastos para formar 

dentina terciaria. Estudios in vivo (41) demuestran que tras cinco semanas 

trasplantadas podemos observar un complejo dentinario similar al del diente. No 

están claros los factores implicados en la diferenciación odontoblástica, aun así 

se cree que BMP-2 es uno de los que favorece la aparición de marcadores como 

la sialoproteína dentinaria, la cual es clave en la formación de dentina.
 

 

I. Células madre procedentes de dientes deciduos (SHEDs) 

Los dientes deciduos son conocidos coloquialmente como dientes de leche. A los seis 

meses de vida comienza la erupción y se cambian de los 6 a los 13 años. Los restos de 

la corona exfoliada contienen tejido conectivo, vasos sanguíneos y odontoblastos. Miura 

y col. fueron los primeros en identificar en 2003 las células madre procedentes de 

dientes deciduos (SHEDs) (15). Las células madre de la pulpa a partir de dientes 

deciduos (SHEDs) presentan una mayor plasticidad que las de la pulpa de los dientes 
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permanentes; se diferencian de las DPSCs por su alta capacidad de proliferación, 

aumentando el número de población celular en el doble, así como la habilidad de formar 

“colonias celulares”. Presentan diferentes marcadores de superficie como el CD13, 

CD29, CD44, CD56, CD73, CD90, CD105, CD146 y CD166 (15, 70) siendo negativos 

para: CD14, CD34, CD45 y HLA-DR (71). Son capaces de diferenciarse hacia un linaje 

odontogénico, osteoblástico, adiposo, neural, miogénico y condrogénico (9, 15). 

Se ha comprobado que in vivo son capaces de formar hueso, regenerar dentina y 

producir tejido pulpar, lo que sugiere podrían ser una buena fuente celular para 

generación de hueso orofacial y tejido pulpar (72-75). En otros estudios in vivo se vio 

que eran capaces de regenerar con eficacia la pérdida de tejido duro y tejido blando 

provocado por la periodontitis (76). A su vez, in vivo, se ha comprobado que producen 

tejido dentinario y son capaces de restaurar los defectos de la cámara pulpar (74, 75).  

Además las SHEDs pueden inducir la formación de nuevo hueso reclutando in vivo 

células osteogénicas (9). Este descubrimiento implica que los dientes deciduos no 

proveen únicamente una guía para la erupción del diente permanente como se asume 

generalmente, sino que también están relacionados con la inducción de formación de 

hueso durante la erupción del diente permanente (9). 

Todas estas observaciones sugieren que los dientes de leche podrían representar una 

fuente ideal de células madre para la reparación de estructuras de dientes dañados, 

induciendo la regeneración ósea, y posiblemente, el tratamiento de enfermedades 

neurodegenerativas (15). 

1.3 FIBROÍNA 

Investigaciones realizadas en los años 80 ayudaron a descubrir que Bombyx mori, 

conocido coloquialmente como gusano de seda, era capaz de generar una serie de 

productos naturales: seda del capullo y la crisálida de su interior. La seda está 

compuesta por sericina y fibroína, la cual presenta una importante aplicación como 

biomaterial (77). 

La fibroína es una proteína de carácter fibroso, la cual forma un polímero lineal que 

constituye el núcleo de la fibra y supone el 70% del peso del capullo. La fibra de 

fibroína está recubierta exteriormente por otra proteína llamada sericina (Fig. 4), que 
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presenta una conformación globular y propiedades adhesivas, siendo ésta la que permite 

que se conforme en forma de estructura sólida, hueca y resistente mecánicamente (78). 

La fibroína está compuesta por: una cadena pesada de 390 kDa y una cadena ligera de 

26 kDa en una proporción 1:1 unidas por un puente de disulfuro. Siendo los 

aminoácidos predominantes en la composición de la fibroína: glicina (43%), alanina 

(30%), serina (12%) y otros (15%) (79). 

 

 

Figura 4.Capullo de Bombix mori (izquierda). Disposición de las proteínas fibroína y sericina en 
las fibras producidas por B. Mori (derecha). (Tomado de la página web “Fibroína di seta” 
http://www.fibroinadiseta.it/cose-fibroina-seta/) 

Por otro lado, encontramos las sericinas que tienen un peso de 20-310 kDa. Éstas 

integran una familia de proteínas hidrofílicas que son las encargadas de recubrir las 

fibras de fibroína (80), de esta forma actúan a modo de pegamento permitiendo que las 

fibras formen una estructura sólida, mecánicamente resistente y hueca, conocida 

comúnmente como capullo (Fig. 4). 

Antes de ser segregada por Bombyx mori, la fibroína es producida por las células que 

cubren la parte interior de las secciones distal y medial de la glándula sericígena. En el 

interior de la glándula la fibroína se encuentra en un estado soluble y micelar, con un 

contenido en agua del 30%, denominándose Seda I (81). Cuando el insecto comienza a 

depositar la seda para fabricar el capullo, la fibroína va avanzando a través de la 

glándula sericígena y en su parte final se queda recubierta por la sericina. El proceso de 

secreción del hilo hace que vaya perdiendo agua y aumentando la tensión mecánica 

(gracias al movimiento de la cabeza de la larva). Al producirse esta pérdida de agua y 

aumento de tensión, se produce un cambio en la solución metaestable de la fibroína 

glomerular, que pasa a ser una estructura secundaria en lámina beta, llamada seda II 

(82). 
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La fibroína disuelta en agua es la base para la fabricación de la mayoría de los 

biomateriales. Para su conservación se elimina el agua mediante liofilización, 

obteniéndose una “fibroína regenerada” que mantiene las propiedades de solubilidad, 

además puede disolverse en agua y otros disolventes tales como el ácido fórmico y el 

hexafluoroisopropanol (HFIP) que son incapaces de disolver la fibroína nativa. La 

fibroína regenerada presenta menor resistencia mecánica que la fibroína nativa ya que 

los enlaces que forman la estructura en lámina beta se rompen en el proceso de 

disolución. Debido a esto, los materiales basados en fibroína regenerada han de ser 

sometidos a un tratamiento capaz de incrementar el contenido en estructura de lámina 

beta para insolubilizarlos e incrementar su resistencia, procedimiento conocido como 

“cristalización” (82). Suele realizarse sumergiendo el material en una solución de 

metanol aunque éste hace que el material sea más quebradizo. Otra opción es exponer el 

material a vapores de metanol en caliente o con vapor de agua al vacío. El porcentaje de 

lámina beta en este caso será menor, por lo que habrá una menor resistencia mecánica 

pero las propiedades en términos de elasticidad, transparencia y biocompatibilidad serán 

mejores (83).  

1.3.1. Propiedades de la fibroína de seda como biomaterial 

A. Biocompatibilidad 

La característica más importante en un biomaterial es la biocompatibilidad, ya que su 

importancia reside en no desencadenar ningún tipo de reacción inflamatoria pues 

anularía su función. La seda ha sido utilizada desde hace años como material de sutura y 

en algunos casos se pudo observar la aparición de reacciones inflamatorias en la zona 

donde se realizaban los puntos (78). No obstante, se ha podido comprobar en estudios 

realizados que esta inflamación es producida por la sericina y que la fibroína en sí no 

produce ningún tipo de inflamación (83). 

B. Propiedades mecánicas 

Encontramos una alta resistencia a la rotura y al alargamiento, por lo que su tenacidad y 

ductilidad es buena (84). Además, hay estudios que han comprobado que las curvas de 

tensión-deformación de las fibras de los gusanos de seda tienen un aspecto y 

endurecimiento similar a la seda de las telas de araña (85). Por sus propiedades 
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mecánicas tan buenas presenta tanta importancia en el estudio de ingeniería de tejidos 

para el desarrollo de scaffolds. 

C. Biodegradación 

Cuando hablamos de biodegradación nos referimos a la eliminación total del material a 

través de la filtración y metabolización de los bioproductos degradados (86). Existen 

estudios in vivo que han demostrado que los scaffolds de seda se desintegran tras unas 

semanas y desaparecen completamente en un año, teniendo el sistema inmunitario un 

importante papel en su degradación, con una respuesta mediada por macrófagos, por lo 

que se concluye, que además de ser biodegradable también se trata de un material 

absorbible (87). 

D. Funcionalización de la superficie 

Los aminoácidos que presenta la fibroína en su superficie condicionan el enlace químico 

que puede establecerse, encontramos 12.1% de Ser, 5.3% de Tyr, además de Thr, Glu y 

Asp, que pueden ser modificados (88). Al producirse la unión de los materiales se 

producen procesos de activación de cascadas bioquímicas completas regulatorias de la 

proliferación, diferenciación y supervivencia celular (88). 

1.3.2 Usos médicos regenerativos 

La fibroína es utilizada en biomedicina sobre todo como biomaterial para la fabricación 

de armazones para el crecimiento celular, denominados scaffolds. A su vez también es 

adecuada para aplicación directa en solución acuosa, como componente terapéutico 

tanto en cicatrización, como en diabetes (78). 

Se demostró que la fibroína en un medio de cultivo en la proporción de 125 µg/ml fue 

capaz de producir un incremento de la proliferación de fibroblastos de la piel del 150% 

frente al caso control sin fibroína (89). También se ha verificado que la fibroína en 

polvo en heridas cutáneas a nivel histológico presenta una mejora significativa de la 

cicatrización, una mayor reepitalización y formación de colágeno y fibras elásticas (90), 

además de no existir citotoxidad en los puntos de inyección, lo que demostraba su 

correcta biocompatibilidad (90). Gracias a este efecto cicatrizante, se han desarrollado 

diversos biomateriales como films, esponjas o mallas específicamente creadas para 

tratar problemas de cicatrización (91-94). 
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Tras fraccionar la fibroína en péptidos mediante digestión con quimiotripsina (95) se 

determinó la existencia de dos secuencias situadas en la región N-terminal de la 

molécula que parecen ser activas en la inducción del crecimiento de nuevos 

fibroblastos: VITTDSDGNE y NINDFDED. T a m b i é n  s e  demostró que la 

fibroína en solución acuosa (y también la sericina) inducían la expresión y la 

fosforilación de la proteína c-Jun, que está implicada en la migración de los 

queratinocitos en el proceso de cierre de heridas cutáneas (96). De esta forma,  se 

deduce que las proteínas de la seda tienen un efecto de señalización en el programa de 

cicatrización cutánea. 

1.4 REGENERACIÓN Y REPARACIÓN 

1.4.1 PULPA 

Una pulpa dental sana debe cumplir varias funciones: función de nocicepción como 

advertencia para indicar daños (97),  una adecuada respuesta inmunológica y por último 

la capacidad de formar dentina como mecanismo de defensa contra invasión de toxinas 

y bacterias (98-100); además en el caso de dientes inmaduros, ser capaz de favorecer la 

finalización de la formación radicular (101). La irritación causada por caries o trauma 

provoca una respuesta inflamatoria del tejido que se llama pulpitis, la cual en algunos 

casos puede ser reversible y la curación es posible.  

Incluso después de una exposición pulpar, cuando se pierde la capa de odontoblastos, 

una barrera de dentina reparadora se puede formar en 2-6 semanas (102, 103), debido a 

que células de la pulpa migran hacia el sitio de la lesión, se diferencian a odontoblastos 

y comienzan a establecer una matriz de colágeno que más tarde se mineraliza (104, 

105).  

Este fenómeno, ha evidenciado la existencia de células indiferenciadas o “stem” 

presentes en el tejido pulpar  y que son capaces de esta función de diferenciación y 

formación de tejido dentario, las conocidas como células madre de pulpa dental 

(DPSCs) (10). 

Sin tratamiento inmediato y con el aumento del estímulo, la inflamación puede 

progresar hasta un estado irreversible (104). Ante esta situación el tratamiento 
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convencional consiste en la remoción del tejido pulpar también llamado endodoncia, sin 

tener en cuenta que la pulpa puede poseer capacidad regenerativa (104). 

1.4.2 REPARACIÓN 

En situaciones de una caries muy extensa con la pulpa afectada pero vital y sin pérdida 

de función, está indicado realizar una protección pulpar para intentar mantener la 

vitalidad del diente (106, 107). Si hay buenas condiciones se pueden conseguir buenos 

resultados y motiva a los clínicos a mantener la vitalidad pulpar el mayor tiempo 

posible por las ventajas que proporciona prolongar la vitalidad de esta (106). 

Se debe diferenciar entre la regeneración del complejo dentino-pulpar y la reparación de 

la pulpa dental (106). Cuando se realiza reparación, no se va a crear dentina nueva, sin 

embargo se observa un tejido similar a la dentina secundaria, pero no es realmente el 

mismo, ya que no forma una continuidad con la dentina preexistente. Aunque, debido a 

la falta de verdaderos marcadores moleculares específicos de los tejidos recién 

secretados, una nueva generación de células se está denominando con el término 

“similares a” (por ejemplo: células similares a odontoblastos). De esta forma es posible 

diferenciar entre tejido normal y tejido reparado (106). 

Cuando se realiza un recubrimiento pulpar directo, la certeza del tipo de estructura y 

ultraestructura del tejido remineralizado producido que ha sido creado es incierta, por lo 

que sería prudente llamar a esta cicatrización producida terapéuticamente como 

reparación en lugar de regeneración (106). 

1.4.3 REGENERACIÓN 

Actualmente, cuando la pulpa tiene mucha inflamación o está necrótica es imposible 

mantenerla, es entonces cuando el odontólogo debe realizar una pulpectomía para 

desinfectar el sistema de conductos y proporcionar a las raíces una obturación que evite 

una nueva contaminación bacteriana. Aunque las técnicas de tratamiento de conductos 

actuales proporcionan resultados fiables, parece que la formación de pulpa o tejido 

conectivo dentro de las raíces podría ser una alternativa más eficaz que el tratamiento 

endodóntico (106, 108), ya que se conseguiría mantener la vitalidad del tejido (108). La 

presencia de pulpa vital en cualquier diente es preferible biológicamente en 
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comparación con un material de relleno, ya que podría mantener la respuesta inmune 

ante una agresión y regenerar cualquier dentina que hiciera falta (100). 

A su vez, también existen procesos de regeneración en casos en los que no hay 

infección de la pulpa, cuando se ha producido una avulsión del diente, una luxación 

intrusiva o extrusiva, donde los dientes se monitorizan para ver si se produce una 

revascularización espontánea (109-112). De esta forma, mediante una intervención 

mínimamente invasiva se controla que el diente no se vuelva necrótico. El pronóstico de 

revascularización y formación de la raíz en estos casos varía de un 33% a un 100% 

(100). 

Los primeros intentos para llevar a cabo la revascularización de un conducto radicular 

se realizaron en 1960 (113). Uno de los principales problemas fue que la única fuente 

local posible de células viables debería surgir mediante la inducción de hemorragia en el 

espacio del conducto radicular, por lo que las células no tendrían origen pulpar, sino 

periodontal, de cemento o de hueso alveolar. En 2001 se volvió a prestar atención al 

concepto de revascularización, y fue entonces cuando se empezó a diferenciar entre 

procesos de reparación y procesos de regeneración (114). 

Se ha propuesto que para conseguir la regeneración se puede obtener las células madre 

de la papila apical a través de una lima de endodoncia pinchando en el conducto y así 

conseguir la formación de un coágulo de sangre (106, 108, 115). Para comprobar si la 

regeneración se ha producido, las pruebas de vitalidad son muy subjetivas, sin embargo 

la evidencia radiológica es más objetiva y los resultados son demostrables (106). 

La observación de que la dentina es un depósito de señales morfogénicas bioactivas  que 

pueden ser reclutados a demanda (116) constituye un importante descubrimiento en el 

campo de la regeneración de los tejidos de la pulpa dental. Representa un cambio 

importante, ya que la dentina es una fuente morfogenética que permite y orienta los 

procesos regenerativos y la reparación de los tejidos, en vez de ser simplemente un 

tejido inerte y pasivo. Varias líneas de investigación han demostrado que las proteínas 

derivadas de la dentina son suficientes para la diferenciación odontoblástica (117-119). 

En particular, la degradación intencionada de las proteínas derivadas de la dentina con 

hipoclorito de sodio elimina su potencial inductivo (118). Este hallazgo, corrobora 

observaciones anteriores del papel crítico de las señales morfogénicas en la 
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diferenciación odontoblástica y se plantea la posibilidad de que el hipoclorito de sodio 

podría no ser la solución ideal para la irrigación del conducto radicular en endodoncia 

regenerativa, ya que aunque produce acción bactericida, capacidad de disolución del 

tejido y eficaz lubricación (120), se ha demostrado que la dentina acondicionada con 

hipoclorito impide la diferenciación de las DPSCs en células similares a odontoblastos, 

tanto in vitro como in vivo (118), lo que sugiere que tiene efectos directos e indirectos 

sobre la toxicidad de células madre (120). Además, un estudio evaluó la supervivencia 

de las SCAPs y se concluyó que había una mayor supervivencia cuando la irrigación se 

había realizado con EDTA que con hipoclorito de sodio, teniendo un efecto perjudicial 

en su supervivencia (120), es por eso que el hipoclorito de sodio para este tipo de 

tratamientos está contraindicado ya que puede tener un efecto negativo significativo en 

los resultados del tratamiento (100, 108, 121, 122)  

Por otro lado, los factores de crecimiento pueden ser obtenidos de la irrigación con 

EDTA del conducto, ya que permite la preservación de la estructura dentinaria y 

provoca la liberación y exposición de los factores de crecimientos y moléculas 

bioactivas (108, 121, 123-125), como por ejemplo factor de crecimiento fibroblástico 2 

(bFGF), factor de crecimiento beta 1 (TGF-β), proteínas morfogénicas óseas (BMPs), 

etc. (120, 124, 126, 127). Estos factores favorecen la atracción quimiotáctica de las 

células madre y son eficientes a baja concentración, promoviendo tanto la migración, 

como la angiogénesis y la diferenciación celular (104, 108, 120, 126, 128, 129). El 

factor TGF-b1 está presente en la dentina sana (130) y puede ser liberado por la 

actividad ácida de las bacterias (131) o cuando el EDTA se aplica sobre dentina sana 

(132). La liberación de TGF-b1 también ha sido identificada después de la aplicación de 

materiales con hidróxido de calcio (123), MTA (124), cemento tricálcico a base de 

silicatos (133), y adhesivos dentales autograbables (134).  
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Figura 5. Proceso de regeneración. (Tomada de Kerstin M. et al 2014) 

Otro punto importante a tener en cuenta es que las bacterias forman biopelículas sobre 

las paredes del conducto, en canales laterales, dentro de túbulos de dentina, etc. El 

desbridamiento del conducto radicular deja bacterias residuales (135). Tras realizar una 

obturación de los conductos, el medio ambiente en endodoncia tradicional puede 

permitir que las bacterias residuales proliferen y se restablezcan en biofilms (100). El 

nivel necesario de desinfección en endodoncia regenerativa es mayor que en endodoncia 

tradicional, porque en endodoncia tradicional simplemente con la reducción de carga 

bacteriana es suficiente, pero en el caso de endodoncia regenerativa es necesaria una 

reducción drástica (100). Es por ello que se han propuesto combinaciones de 

antibióticos, como la pasta de triantibiótico (ciprofoxacino, metronidazol y minociclina) 

para la realización de dicho tratamiento (100, 120). 

Diversos estudios han demostrado que en comparación con el hipoclorito de sodio la 

pasta triantibiótica desinfecta el 70% del canal frente al 10% desinfectado por el 

hipoclorito (100, 136). Sin embargo, la minociclina puede producir tinciones y ha sido 

sustituido por cefaclor (137) o eliminado por completo de la mezcla (138). Otro 

antibiótico utilizado ha sido el ®Augmentine (139) y se ha demostrado que es más 

eficaz contra la flora de la raíz (140, 141), ya que el ácido clavulánico inactiva las beta-

lactamasas y no decolora los dientes. Es importante tener en cuenta que una 

concentración alta de antibiótico puede ser tóxica para las células madre de la papila 

apical (120, 122) por lo tanto, debemos bajar la concentración y se está trabajando 

actualmente para determinar qué concentración permite lograr la desinfección con 

menor toxicidad para el tejido regenerativo apical (100, 120). 
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La revascularización es una técnica que permite que el conducto sea rellenado con 

tejido vital. El uso de un tejido biológico para llenar el espacio del conducto evita las 

desventajas de un material sintético, es decir, la pérdida del sellado potencial, toxicidad, 

etc. Además el tejido biológico tiene la enorme ventaja de ser inmunocompetente y por 

lo tanto, ser capaz de defenderse de las bacterias como el tejido pulpar normal haría y es 

ahí donde radica su importancia. Actualmente no hay indicadas contraindicaciones para 

su realización (106, 108). 

Si el objetivo del tratamiento es inducir la curación del tejido periapical, estimular la 

regeneración ósea y que el paciente esté libre de cualquier signo o síntoma el 

tratamiento sería un éxito cuando se habla de reparación. Sin embargo, si el objetivo es 

regenerar un tejido de la pulpa el tratamiento sería un fracaso, éxito clínico pero fracaso 

biológico (106). 

La presencia de células madre en un canal revascularizado se ha demostrado claramente 

(142), lo que sugiere que el reclutamiento de células madre de la papila apical y su 

posterior migración juegan un papel crítico en la formación de nuevo tejido. Sin 

embargo, el origen de estas células no está claro. Por ello se sugiere que las indicaciones 

clínicas de revascularización deben limitarse a dientes inmaduros (100, 106, 108). Sin 

embargo, si las células madre pueden ser reclutadas de un nicho que no sea la papila 

apical, las indicaciones del tratamiento podrían extenderse a dientes maduros (106, 143, 

144). 

1.4.4 SCAFFOLDS O ANDAMIOS TRIDIMENSIONALES PARA 

REGENERACIÓN PULPAR 

Los andamios tridimensionales o scaffolds deben ser desarrollados exclusivamente para 

la regeneración de cada tejido u órgano específico, sin embargo, comparten 

características comunes, tales como permitir la unión de células, la difusión de 

nutrientes y oxígeno, ser biodegradables, y tener propiedades físicas parecidas a las del 

tejido/órgano que va a ser regenerado (145, 146). Además, los scaffolds pueden ser 

funcionalizados por las condiciones que mejoran la unión celular y la supervivencia, así 

como proporcionar señales morfogénicas que complementan las que vienen desde el 

organismo y activar la orientación de la diferenciación de células madre (146). 
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En términos generales, los andamios se pueden dividir en (147) sólidos (es decir, 

bastante rígido o hechos a medida para propósitos específicos) e inyectables (148), es 

decir, geles de baja viscosidad que pueden ser moldeados en el sitio que requiere la 

regeneración de tejidos.  

Ambos tipos de scaffolds pueden utilizarse con señales morfogénicas. Normalmente 

estas señales son proteínas típicas con una vida media corta. Por lo tanto, el desarrollo 

de una estrategia para la liberación controlada de las proteínas es crítico para maximizar 

sus efectos para los periodos de tiempo predeterminados. Estas proteínas se pueden 

incorporar tanto en los scaffolds formados por copolímeros (ácido láctico-co-glicólico) 

como los formados por gas (149, 150). También se pueden mezclar con andamios 

inyectables como el colágeno o el hidrogel, aunque en este caso es muy difícil reducir la 

velocidad de la tasa de degradación de las proteínas. Para solucionar el problema 

surgieron diferentes polímeros naturales derivados de las algas (alginatos), que son 

biocompatibles y presentan una baja inmunogenicidad (145). Se pueden utilizar en 

combinación con los scaffolds inyectables para servir como un dispositivo de liberación 

lenta para las señales morfogénicas (151, 152).  

El proceso de gelificación en presencia de iones divalentes en niveles fisiológicos es 

muy sencillo de incorporar, proteger y liberar factores morfogénicos de microesferas de 

alginato de forma controlable (153, 154). La norma biológica para la liberación 

controlada de factores morfogénicos en la ingeniería de tejidos dentales depende del 

microambiente existente durante el desarrollo de los dientes (145, 155, 156). Los 

investigadores han intentado entender este entorno como un medio para crear 

condiciones ideales para la determinación de las células madre y el tejido dental 

regenerado (156, 157). Se trata de investigar e identificar las señales morfogénicas que 

juegan papeles importantes durante el desarrollo de los dientes y que podrían ser 

utilizadas terapéuticamente en regeneración dental (158-160). 

Los scaffolds que utilicemos tienen que cumplir unos requisitos: 

 Proporcionar una fijación adecuada y evitar la apoptosis de las células madre 

trasplantadas o reclutadas en la cámara pulpar (145) 
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 Tiene que vascularizar rápidamente la pulpa a regenerar para permitir oxígeno y 

afluencia de nutrientes, así como para permitir la llegada de células madre 

circulantes que complementarán la heterogeneidad celular de la pulpa (156). 

Los investigadores han tratado de abordar estas cuestiones funcionalizándo los 

andamios usados en la ingeniería de tejidos de la pulpa dental con restos que permiten 

una mejor fijación de las células (por ejemplo, ácido, arginina-glicina-ácido aspártico 

(RGD) y la incorporación de factores angiogénicos (por ejemplo, factor de crecimiento 

endotelial vascular (VEGF) (161, 162). 

Cada vez es más evidente que el andamio ideal para la ingeniería de tejidos dental será 

inyectable, no fundido. Esto es debido a los estrechos espacios dentro del conducto 

radicular y la complejidad de su anatomía, particularmente en la región apical (145). 

Además, existe la preocupación relacionada con el uso de disolventes (por ejemplo, 

cloroformo, diclorometano, y acetona) que normalmente se utilizan para solubilizar el 

scaffold, pues los niveles residuales de disolvente pueden ser tóxicos para las células. 

Por otra parte, los hidrogeles pueden ser inyectables y por lo tanto penetrar a través del 

sistema de conductos radiculares. Y ser sometidos a una reacción de fraguando a un pH 

fisiológico (145). 

Diferentes estructuras de polímeros sintéticos se han propuesto como andamios en la 

ingeniería de tejidos. El ácido poliglicólico (PGA) y el ácido poliláctico (PLA) son 

poliésteres biodegradables que se pueden obtener de diferentes fuentes renovables y se 

han propuesto para su uso en ingeniería de tejidos dentales (163, 164). Los andamios 

formados a partir de PGA se ha demostrado que sirven para mejorar la adhesión y 

proliferación de los fibroblastos pulpares (164).  

Cuando un copolímero de PGA y PLA, se siembra con células madre de pulpa dental, se 

ha demostrado que ayuda a la formación de tejido similar a la pulpa tanto en 

experimentos con xenoinjerto con conejo como con ratón (165-167).  

Se han usado andamios sintéticos para utilizar una variedad de agentes antiinflamatorios 

tales como ibuprofeno, dexametasona, diclofenaco, rolipram… (168-172). Tales 

andamios, que se ha demostrado que son capaces de ayudar en la regeneración de los 

tejidos de la pulpa, también podrían ser utilizados para entregar estas u otras moléculas 
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anti-inflamatorias tales como las resolvinas con el fin de controlar la pulpitis, facilitando 

de esta manera la reparación pulpar. Desde la perspectiva de la regeneración de 

endodoncia, estos polímeros son atractivos debido a sus propiedades de manejo y 

relativa facilidad de producción (173). 

También hay un interés significativo en el uso de andamios biomiméticos, compuestos 

por materiales naturales, aunque en general, no son tan mecánicamente resistentes como 

los polímeros sintéticos (173). Los hidrogeles formados a partir de colágeno han sido 

ampliamente utilizados con células madre in vitro y como un vehículo para entregar las 

células, factores de crecimiento y moléculas antiinflamatorias en diversos modelos 

animales, con cierto éxito en la regeneración de tejidos similares a pulpa (128, 174-

176). El colágeno es, por supuesto, frecuente en el medio extracelular y es por lo tanto 

altamente compatible con las células y tejidos. Sin embargo, los hidrogeles formados a 

partir de colágeno son estructuralmente débiles, y el entrecruzamiento químico que se 

realiza para mejorar la rigidez del gel a menudo produce disminución de 

citocompatibilidad (177-178). Del mismo modo, la fibrina se ha propuesto como un 

candidato para la ingeniería de tejidos en diversas aplicaciones debido a su asociación 

con coagulación de la sangre y la adhesión de células in vivo aunque comparte las 

desventajas estructurales de colágeno (178-180).  

Los alginatos son polímeros naturales versátiles que se han utilizado ampliamente como 

portadores de factores de crecimiento (181-183). La retención de agua, la capilaridad de 

los hidrogeles puede ser afectada por el pH, la temperatura, el nivel de reticulación, la 

viscosidad y la estabilidad (184). Los alginatos actúan como barreras mecánicas, 

disminuyendo la difusividad en compuestos químicos de bajo peso molecular o 

proteínas atrapándolas después de su gelificación. Las sustancias como el tampón 

fosfato que se utilizan como portadores para los factores de crecimiento se puede 

encapsular en alginatos de alta viscosidad (185). Por otro lado, porque dada su 

naturaleza hidrofílica, los alginatos presentan baja absorción de las proteínas presentes 

en el suero y los niveles de adherencia e interacción celular son bajos en consecuencia 

(152, 186).  

Estos hidrogeles son compatibles con células madre mesenquimales derivadas de la 

encía y ligamento periodontal cuando está cargado con TGF-b1, induce la 

diferenciación a células similares a odontoblastos (173). El colágeno y los andamios de 
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fibrina también se han usado como sistemas de administración para una variedad de 

moléculas con propiedades anti-inflamatorias tales como IL-10, heparina desulfatada y 

neurotrofina-3 y podría ser hipotéticamente utilizado para tratar la inflamación en el 

contexto de la regeneración pulpar (187, 189). Aunque estos andamios, por definición 

se asemejan más al tejido de la pulpa dental nativa, establecer un control sobre su 

composición específica puede ser dificultoso y quizá socavar tanto su biocompatibilidad 

como su integridad estructural (173). 
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2. OBJETIVOS 

Objetivo general: Comprobar la biocompatibilidad de un scaffold 3D de fibroína de 

seda con células procedentes de pulpa dental de dientes deciduos. 

Objetivos específicos: 

 Extracción y aislamiento de células madre de pulpa dental de dientes deciduos. 

 Obtención de un scaffold de origen natural de fibroína del gusano de seda. 

 Comprobar mediante microscopia de barrido la adhesión y proliferación de 

células madre procedentes de pulpa dental de dientes deciduos sobre un scaffold 

de fibroína. 

 Verificar la correcta proliferación de células SHEDs sobre un scaffold de 

fibroína de seda. 

 Comprobar mediante citometría de flujo la viabilidad celular de las SHEDs, así 

como el fenotipo celular mediante análisis de la presencia de marcadores de 

superficie tipo mesenquimal. 

Hipótesis nula: 

 La fibroína de seda no es biocompatible. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 

3.1 AISLAMIENTO CELULAR 

El estudio fue aprobado por el Comité Ético de la Universidad de Murcia. Los donantes 

firmaron un consentimiento informado. Se recogieron dientes deciduos sin afectación 

pulpar. Para asegurar el anonimato de los donantes no se llevó a cabo la identificación 

de los dientes recogidos. 

Inmediatamente tras la extracción, los dientes recogidos se depositaron en tubos 

(FALCON) de 50 ml con 25 ml de medio de cultivo celular, que constaba de: 

 Minimum Essential Medium Eagle (MEM, SIGMA) 

 Mezcla de antibióticos (100 unidades/ml de penicilina y 100 μg/ml de 

estreptomicina; SIGMA)  

 Antifúngicos (250 unidades/ml de anfotericina; SIGMA). 

Las muestras se conservaron entre 4˚C y 8˚C durante un máximo de 72 horas desde la 

extracción hasta poder ser procesadas. 

3.1.1 Extracción de pulpa dental humana (hDP): 

Para cumplir las condiciones de esterilidad, se trabajó en una cabina de seguridad 

biológica vertical tipo II con filtro HEPA (Telstar) (Fig. 6). 

 

Figura 6. Cabina de seguridad biológica vertical tipo II. 

Los dientes recogidos fueron colocados en una placa de Petri que contenía PBS estéril 

(tampón fosfato salino 0.1 M, pH 7.4) y una mezcla de antibióticos (100 unidades/ml de 
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penicilina y 100 μg/ml de estreptomicina; SIGMA) y antifúngicos (250 unidades/ml de 

anfotericina B; SIGMA). Para obtener la pulpa dental el diente se seccionó 

transversalmente y con la ayuda de limas manuales y tiranervios se obtuvo el tejido 

pulpar. La pulpa dental (junto con el PBS) se traspasó por separado a un tubo Falcon 

donde se centrifugó durante 10 minutos a 1000 rpm. Se desechó el sobrenadante y se 

procedió a realizar la disgregación enzimática y mecánica. 

 

3.1.2 Disgregación enzimática: 

El precipitado celular fue sometido a una disgregación enzimática utilizando una 

solución de proteasas: colagenasa tipo I (3 mg/ml; Worthington Biochem) y dispasa 

(4mg/ml; GIBCO) durante 1 hora a 37˚C. Las proteasas se inactivaron añadiendo un 

volumen igual o mayor de medio de cultivo celular MEM frío. 

Se centrifugó durante 10 minutos a 1000 rpm y tras desechar el sobrenadante, se 

resuspendió el precipitado celular en medio de cultivo celular MEM con anfotericina 

(250 unidades/ml). 

Se volvió a centrifugar durante 10 minutos a 1000 rpm (Fig. 7) y tras desechar el 

sobrenadante, se añadió medio de cultivo celular MEM con anfotericina (250 

unidades/ml). 

 

Figura 7. Centrífuga 
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3.1.3 Disgregación mecánica: 

Con el fin de quitar los trozos más grandes de tejido remanente, se recogieron las 

células del tubo con una pipeta Pasteur y se depositaron sobre una malla estéril de 70 

μm (Falcon, BD), donde se tamizaron a través de la malla añadiéndose medio de cultivo 

MEM. La solución resultante se centrifugó durante 10 minutos a 1000 rpm. 

Posteriormente, se desechó el sobrenadante y se añadió medio de cultivo celular MEM 

en el que se resuspendieron las células. 

3.2 RECUENTO Y ESTIMACIÓN DE LA VIABILIDAD CELULAR 

Antes de cultivar las células obtenidas, se hizo un recuento y estimación de la viabilidad 

celular mediante la utilización de la cámara de Neubauer o hemocitómetro (Fig. 8) y 

azul tripán. Este método se basa en el principio de que las células vivas (viables) cuya 

membrana citoplasmática está intacta, no permiten la entrada del colorante (azul tripán), 

permaneciendo refringentes. Mientras que las células muertas (no viables), debido a que 

su membrana citoplasmática se encuentra rota, permiten el paso de colorante tiñéndolas 

de azul. 

Los pasos a seguir fueron los siguientes: 

 Se agitó la suspensión celular y se depositaron 10 l de la misma en un tubo 

(Eppendorf) 

 Se añadió 10 l de la solución de azul tripán a la muestra anterior agitándose la 

mezcla con la misma micropipeta y procurando no hacer burbujas.  

 Se pegó el cubrecámara en el hemocitómetro humedeciendo los bordes del 

mismo, y se llenó con la mezcla anterior la cámara de aire que existe entre el 

cubreobjetos y el hemocitómetro (0.1 mm
3
), por uno de los lados del mismo.  

 Contamos en el microscopio de contraste de fase las células teñidas y no teñidas 

en una de las regiones de la cámara según la figura. 

Para un recuento más exacto pueden contarse las cuatro regiones de la cámara y obtener 

la media aritmética de los recuentos. Se calculó el número de células totales y viables de 

la muestra según las siguientes fórmulas: 

Nº células viables/ml = nº células vivas contadas x 10000 x factor de dilución 
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Nº células totales/ml = (nº células vivas contadas + muertas contadas) x 10000 x factor 

de dilución.                         % 𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 =
𝑁º 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠  𝑣𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒𝑠  𝑥100

𝑁º 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠  𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒 𝑠
 

Se multiplica el número de células por 10.000, ya que el volumen correspondiente a la 

región contada en la cámara Neubauer es de 0.1 mm3. 

 

  

 

 

 

Figura 8. Recuento con cámara de Neubauer o hemocitómetro. 

 

Tras hacer el recuento y la estimación de la viabilidad, se ajustó la solución celular a 

1x10
5
 células/ml y se sembró 3ml de la misma por frasco de cultivo de 25 cm

2
 

(Sarstedt). Las células se cultivaron a 37˚C, 5% de CO2 y 95% de humedad. 

 

3.3 CULTIVO DE CÉLULAS DE DIENTES DECIDUOS (SHEDs) 

 

Las células aisladas de los dientes deciduos crecen adheridas al plástico de la placa de 

cultivo. Las células fueron sembradas en frascos de 75 cm
2
 de superficie (BD 

Biosciences), para el cultivo primario de SHEDs, su expansión y mantenimiento, se 

utilizó un medio de cultivo celular que fue denominado medio basal (MB). El medio 

basal estaba compuesto por α-MEM al que se le añadieron los siguientes componentes: 
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COMPONENTES CONCENTRACIÓN 

SBF (Gibco) 10% 

P/E (Sigma) 100 µg/ml 

Glutamina (Sigma) 2 mmol/l 

 

El medio de cultivo se cambió 3 veces por semana y con el objetivo de conseguir un 

número de células suficientes para llevar a cabo la investigación, semanalmente, cuando 

las células estaban cerca de llegar al estadio de confluencia, ocupando aproximadamente 

el 85% de la base del frasco de cultivo, se realizaron subcultivos. 

Primero se retiraba el medio de cultivo del frasco que contenían las células, se añadía 

Tripsina 0.25% + EDTA 1mM (disgregación enzimática) en cantidad suficiente para 

cubrir la superficie del mismo. Seguidamente se incubaba en una estufa para cultivos 

celulares a 37˚C, 5% de CO2 y 95% de humedad durante 5 minutos. 

Posteriormente, se procedía a la neutralización de la actividad enzimática con igual o 

mayor cantidad de medio de cultivo frío. La mezcla se centrifugaba durante 6 minutos a 

300 G, se desechaba el sobrenadante y se resuspendían las células en 1 ml de medio de 

cultivo basal frío.  

Tras estimar la viabilidad, se ajustó la densidad celular a 1x10
5
 células/ml y se 

sembraron en un nuevo frasco de 75 cm
2
. Las células se incubaron en una estufa para 

cultivos celulares (Fig. 9) a 37˚C, 5% de CO2 y 95% de humedad. El medio de cultivo 

celular basal se cambiaba con una frecuencia de 3 veces por semana aproximadamente. 
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Figura 9. Incubador para cultivos celulares 

 

 

3.4 ELABORACIÓN DE ARMAZÓN TRIDIMENSIONAL (SCAFFOLD) DE 

FIBROÍNA DE SEDA 

Para la elaboración de los biomateriales de fibroína se emplearon capullos blancos 

procedentes de gusanos criados en las instalaciones del IMIDA (La Alberca, Murcia). 

La eliminación de la sericina de los capullos es un paso fundamental en la purificación 

de la fibroína de seda, este primer paso se conoce como desgomado. Para ello fueron 

troceados y se hirvieron 30 min en una disolución 0,02 N de Na2CO3 (Panreac, España), 

a continuación la malla de fibroína resultante se lavó con agua destilada para extraer la 

sericina remanente (Fig.10A). Tras su secado a temperatura ambiente la fibroína se 

disolvió en LiBr 9,3 M (AcrosOrganics, Bélgica) al 20% (p/v) durante 3 h a 60ºC (Fig. 

10B).  El paso final consistió en un proceso de diálisis frente a agua destilada durante 3 

días (con 8 cambios de agua en total), para eliminar las sales (Fig.10C). Posteriormente 

se realizó un filtrado con papel Miracloth (Calbiochem, Alemania). El resultado fue una 

disolución de fibroína acuosa regenerada al 7,5%  p/v, que fue conservada a 4ºC hasta 

su utilización. 
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A

 

B

 

C

 

Figura 10. Ilustración de parte del procesado de la seda: Fibroína desgomada (10A), 

disolución en LiBr 9,3M (10B) y diálisis para eliminar sales (10C). 

 

Esta disolución acuosa de fibroína de seda es la materia prima a partir de la cual se 

elaboraron los scaffolds 3D. Para ello se empleó sal común (NaCl) como porógeno, que 

fue lavada al final de proceso a fin de crear un entramado poroso interconectado que 

permitiese la difusión de nutrientes y sustancias de desecho derivadas del metabolismo 

celular. 

Se depositaron 15 g de sal común en una placa Petri de 9,5 cm de diámetro creando una 

superficie extendida de forma homogénea en cuanto a su altura. Posteriormente se 

añadieron 8 mL de fibroína de seda acuosa al 7,5% p/v, empapando así la capa de sal. 

Transcurridas 48 h la fibroína de seda ha coagulado insolubilizándose en parte y 

actuando como cementante entre los granos de NaCl. Para garantizar la total 

insolubilización de la fibroína de seda se realizó un tratamiento posterior de inmersión 

en baño con metanol durante 30 min. Una vez eliminado el metanol, se extrajeron 

fragmentos circulares de 5 mm de diámetro haciendo uso de un sacabocados de estas 

dimensiones (Fig.11A), para posteriormente transferir los mismos a un vaso de 

precipitados con agua miliQ y así lavar la sal incluida en el material (Fig.11B). Se 

realizaron 5 cambios de agua a lo largo de 2 días, obteniéndose como resultado unas 

esponjas porosas de 2-3 mm de altura (Fig.11C), aptas para su siembra en placas de 

96pocillos, así como un tamaño ajustado para poder usar en dientes deciduos al ser estos 

más pequeños. 
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A 

 

B 

 

C 

 

Figura 11.: Elaboración de scaffolds 3D de fibroína de seda. Desmoldado de 

los scaffolds (11A), lavado de la sal utilizada como porógeno (11B) y aspecto 

macroscópico del scaffold 3D (11C). 

 

Una vez elaborados los scaffolds éstos fueron esterilizados mediante 2 baños en etanol 

al 70% v/v. Se mantuvieron en el etanol 70º hasta el momento de uso. Para prepararlos 

se dispusieron en una placa de 96 pocillos, se lavaron con agua miliQ autoclavada y dos 

veces con PBS libre de Ca
2+

 y Mg
2+

 y se pretrataron de 1 a 2 horas con suero bovino 

fetal (FBS) a 37ºC antes de sembrar las células. 

3.5 CULTIVO CELULAR SOBRE SCAFFOLD DE FIBROINA 

Para valorar la adhesión y morfología de las células procedentes de pulpa dental se 

acudió al edificio LAIB del Hospital Virgen de la Arrixaca y se siguió el siguiente 

protocolo: 

Los Scaffolds de fibroína colocados en una placa de 96 pocillos fueron preincubados 

con SBF durante 1-2 horas a 37ºC en un incubador. Posteriormente se retiró el SBF, se 

ajustó la densidad a 5x10
5 

células/mL y se sembraron 200 µL de la suspensión celular 

sobre el scaffold de fibroína, permitiendo la adhesión celular durante 24 horas. Pasado 

este tiempo, el scaffold se transfirió a un pocillo mayor con medio de cultivo completo 

fresco y se incubó a 37ºC, 5% CO2 y 95% HR a 72 horas o 168 horas. 

Para realizar el estudio microscópico, los scaffolds se incubaron durante 24 horas, 72 

horas o 168 horas y después se procesaron para ser observados en el microscopio 

electrónico de barrido Jeol 6100. 
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3.6 PROCESADO MUESTRAS Y MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE 

BARRIDO 

Las muestras se prepararon en el edificio LAIB del Hospital Clínico Universitario 

Virgen de la Arrixaca, donde fueron sometidas a los siguientes procesos: 

1. Fueron lavadas antes de fijarlas. 

2. Se fijaron en glutaraldehido al 3% en tampón cacodilato 0’1 M durante 3-5 

horas. 

3. Se lavaron en tampón cacodilato más sacarosa durante 24 horas. 

 

Posteriormente fueron llevadas al Servicio de Apoyo a la Investigación en el campus de 

Espinardo para ser procesadas y poder ser vistas en microscopía electrónica de barrido. 

El proceso al que fueron sometidas fue el siguiente: 

 

1. Se postfijaron en tetróxido al 1% durante 1-2 horas. 

2. Se lavaron en tampón cacodilato más sacarosa y se dejó toda una noche. 

3. Se deshidrataron en acetona: 30%, 50%, 70%, 90%, 100% durante 10’ cada uno. 

4. Se llevaron al punto crítico con acetona 100% y CO2 líquido (Fig. 12). 

5. Se recubrieron con oro con el metalizador Bio-Rad PolaronDivision (200A) 

(Fig. 13). 

6. Se observó al microscopio electrónico de barrido Jeol 6.100 (Fig.14). 

7. Se tomaron las imágenes con el sistema de captación autobeam del sistema de 

microanálisis INCA X-stream and mics de OXFORD Instruments Analytical. 

 

 

 

 

 

Figura 12. Muestra llevada al 
punto crítico 
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Figura 14. Microscopio electrónico de barrido Jeol 6100. 

 

3.7  ANÁLISIS DE LA PROLIFERACIÓN CELULAR 

Para evaluar la proliferación celular en los scaffolds de fibroína, tras transferir el 

scaffold a un pocillo mayor, se adicionó resazurina (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, 

USA) al medio de cultivo hasta alcanzar una concentración igual a 300 µM.  

La resazurina es una molécula no tóxica para las células que presenta diferente color en 

función de su estado de oxidación, es azul en su forma oxidada y tras ser reducida por 

las células vira a rojo. La inocuidad de la resazurina permite la incubación de las células 

en su presencia, de modo que se pueden tomar medidas del aumento de la presencia de 

la forma reducida y se puede estimar la proliferación celular a lo largo del tiempo. Así, 

al excitar una alícuota del medio de cultivo a 570 nm, se puede apreciar un incremento 

de la emisión de fluorescencia a 600 nm conforme aumenta la concentración de 

resazurina reducida en dicha alícuota. Dicho procedimiento de medida se llevó a cabo 

en el lector de placas Infinite 200 PRO multifunctional (Tecan Austria GmbH).  

Figura 13. Muestra recubierta con oro. 
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Para el experimento colocamos un pocillo sin células, células en la superficie de un 

pocillo, scaffold de fibroína sin células y células dentro de un scaffold durante 24, 48, 

72 y 96 horas. 

3.8  ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE MARCADORES DE 

SUPERFICIE DE CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES 

POR CITOMETRÍA DE FLUJO 

Es una técnica que permite analizar cuantitativamente el fenotipo celular a través de la 

detección de antígenos que han sido marcados con anticuerpos porque están unidos a 

una molécula fluorescente.  

 

La expresión de moléculas de superficie de células madre mesenquimales se realizó en 

pases de 2-4 de cultivos de SHEDs utilizando la técnica de citometría de flujo. 

 

Las células se sembraron a una densidad de 7000 células/cm
2
 en placas de cultivo 

multipocillo de 48 posiciones. Fueron incubadas durante 10 días a 37ºC, en medio de 

cultivo completo DMEM. Una vez cumplido el periodo de incubación, las células se 

separaron de la superficie de cultivo empleando una solución de tripsina al 0.25% en 

EDTA 1mM. Después fueron lavadas con PBS 1X y se incubaron en oscuridad, a 4 ºC y 

durante 30 minutos con anticuerpos monoclonales específicos marcados con 

fluorescencia para CD73, CD90, y CD105 (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Alemania), recomendados por la Sociedad Internacional de Terapia celular (ISCT) para 

confirmar el fenotipo mesenquimal de las células. También se analizó la ausencia de 

expresión de marcadores hematopoyéticos (CD14, CD20, CD34 y CD45, Miltenyi 

Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania). 

 

La fluorescencia no específica se midió utilizando anticuerpos monoclonales de isotipo 

específico. La fluorescencia celular se midió en el citómetro de flujo BD FACS Canto y 

los resultados se analizaron mediante el software Kaluza. 
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3.9 DETERMINACIÓN DE LA VIABILIDAD CELULAR 

Las anexinas son una familia de proteínas de unión a fosfolípidos dependientes de 

calcio, que se emplean junto a tinciones vitales para identificar distintos estados 

apoptóticos mediante citometría de flujo. En el caso de la Anexina-V, ésta se une a 

fosfatidilserina (PS, por sus siglas en inglés phosphatidyl serine). En células sanas, la 

PS se localiza en la cara citosólica se la membrana plasmática. Una vez iniciada la 

apoptosis, la PS pierde su distribución asimétrica y se transloca a la cara extracelular de 

la bicapa fosfolipídica, siendo así detectable mediante Anexina-V conjugada 

conficoeritrina (PE, por sus siglas en inglés phycoerythrin). En estados tempranos de 

apoptosis, la membrana plasmática excluye tinciones vitales como la 7-amino-

actinomiosiona (7-AAD), por lo que las células sólo son positivas para la tinción con 

Anexina-V. En estados tardíos de apoptosis, la pérdida de integridad de la membrana 

celular permite tanto la unión de la Anexina-V a PS citosólica, como la captación de 7-

AAD. 

 

Las SHEDs junto con scaffolds de fibroína fueron sometidas a una tinción doble con 

Anexina-V conjugada con PE y 7-AAD (BD Biosciences) para determinar la viabilidad 

celular mediante citometría de flujo. Para ello las células se separaron de la superficie 

de cultivo empleando una solución de tripsina-EDTA al 0.25%, se lavaron con PBS 1X 

y se incubaron con Anexina-V conjugada con PE y 7-AAD en tampón de unión a 

temperatura ambiente durante 15 min. 

 

El análisis de los resultados se realizó en el citómetro de flujo BD FACSCanto, 

interpretando los resultados (porcentaje) del siguiente modo: 

- Células vivas: Anexina-V−/7-AAD−. 

- Células en apoptosis temprana o tardía: Anexina+/7-AAD−. 

- Células necróticas: Anexina-V+/7-AAD+. 

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. 
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3.10 ESTADÍSTICA 

Los análisis estadísticos se realizaron utilizando la versión 15.0 del software estadístico 

SPSS (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). Dado que se cumplieron los requisitos de 

homogeneidad de varianzas y normalidad en las poblaciones de datos a comparar se 

hizo uso del test paramétrico de la t de student para determinar la existencia o no de 

diferencias estadísticamente significativas (nivel de significación al 95%). 
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4. RESULTADOS 

4.1 AISLAMIENTO CELULAR PROCEDENTE DE PULPA DENTAL DE 

DIENTES DECIDUOS 

Las células se extrajeron de la pulpa dental de dientes deciduos y se cultivaron según las 

técnicas expuestas en Material y Métodos. A las 24 horas de cultivo ya se observaron 

SHEDs adheridas a la superficie del frasco de cultivo. A las 48 horas, pequeñas colonias 

de células de tipo fibroblástico proliferaban y se expandían por todo el frasco. Al cabo 

de una semana, estas células se mostraban confluentes en un 80% de la totalidad del 

frasco (Fig. 15). 

 

Figura 15.: SHEDs a las 24 horas de cultivo (15A), colonias de células de tipo fibroblástico a 

las 48h (15B) y confluencia de las células en un 80% a las 168h (15C). 

En ese momento, se procedió a la tripsinización de las células y se subcultivaron, para 

evitar la total confluencia de éstas células frenase su proliferación. 

 

4.2 MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE BARRIDO (MEB) 

Debido a la estructura tridimensional del scaffold es muy difícil indicar cuál es la escala 

real a la que se están viendo las células, ya que la profundidad, la tercera dimensión, no 

nos permite obtener imágenes equivalentes entre diferentes scaffolds, ni siquiera entre 

diferentes campos de un mismo scaffold. 

En las muestras de SHEDs sobre scaffolds de fibroína a las 24h podemos observar una 

pequeña cantidad de SHEDs de forma alargada entre los poros del scaffold que 

comienzan a proliferar y adherirse con su morfología fibroblástica (Fig. 16).  



Potencialidad de la fibroína de seda como scaffold para reparación y regeneración pulpar 

67 
TESIS DOCTORAL – MARÍA PILAR PECCI LLORET 

 

Figura 16. SHEDs a las 24 horas sobre el scaffold de fibroína de seda 

 

En las muestras de SHEDs junto con fibroína a las 72h se observó como el número de 

células resultantes que se encontraban adheridas al scaffold aumentaba, viendo más 

cantidad de éstas sobre la superficie del scaffold (Fig. 17). 
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Figura 17. SHEDs a las 72 horas sobre el scaffold de fibroína de seda. 

En las muestras de SHEDs sobre fibroína se observó a las 168h como el número de 

SHEDs era muy abundante y que se disponían tapizando por completo la superficie de 

la muestra sin dejar ver los poros que conforman el material (Fig. 18). 
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Figura 18. SHEDs a las 168 horas sobre el scaffold de fibroína de seda. 

 

En las muestras control podemos observar el aspecto de los scaffolds de fibroína en los 

que no hay células, con la presencia de poros y microporos en una superficie alisada 

(Fig.19). 
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Figura 19. Muestra control 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Potencialidad de la fibroína de seda como scaffold para reparación y regeneración pulpar 

71 
TESIS DOCTORAL – MARÍA PILAR PECCI LLORET 

4.3 EVALUACIÓN DE LA PROLIFERACIÓN CELULAR 

Como ya hemos explicado en “Material y métodos” hemos usado el protocolo de 

Alamar Blue para verificar la proliferación celular sobre el scaffold de  fibroína de 

seda. Encontramos resultados de la cantidad de resazurina reducida en diferentes 

casos: sin células (blanco), células en la superficie (control positivo), scaffold sin 

sembrar (control negativo) y scaffold con SHEDs (Fig. 20 y 21). 

 

Figura 20. Pocillos tratados con resazurina. Pocillo sin células (blanco), pocillo con células 

(control positivo), scaffold sin sembrar (control negativo) y scaffold con células. 

 

Figura 21. Pocillos tratados con resazurina. Scaffold sin sembrar (control negativo), scaffold con 

células, pocillo sin células (blanco), pocillo con células (control positivo). 
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En las anteriores figuras (Fig. 20 y 21) se puede observar un color azulado propio de la 

resazurina en estado oxidado, en presencia de células, debido a la actividad metabólica 

de las mismas, la resazurina pasa a un estado reducido, lo cual lleva aparejado un 

cambio de color a rosa. En aquellos pocillos que no había células (control negativo y 

blanco) la resazurina no variaba su estado y por tanto tampoco el color. 

Tabla 1. Análisis fluorimetría Alamar Blue SHEDs. 

 Blanco Control 

positivo 

Células en 

scaffold 

Control 

negativo 

0 horas 536 

517 

514 

520 

515 

508 

576 

496 

24 horas 890 

1014 

793 

8068 

9382 

3255 

2859 

2304 

962 

883 

48 horas 1512 

1571 

1176 

12985 

12446 

5779 

5674 

4140 

1318 

1390 

72 horas 1872 

1851 

1822 

10166 

9594 

6172 

6470 

6427 

6081 

1872 

1628 

168 horas 2945 

2909 

10233 

11045 

11293 

9543 

3366 

3042 
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Gráfico 1. Alamar Blue SHEDS. 

Tabla 2. Diferencias significativas a las 24h según análisis t de Student
1
 

24h Blanco Control 

positivo 

Control 

negativo 

Scaffold 

con células 

No células - - - * 

Células en 

superficie 

- - - ** 

Scaffold 

vacío 

- - - * 

Scaffold 

con células 

* ** * - 

                                                           
1En la tabla se indican las diferencias significativas según el análisis de t de Student 

*p<0.05;**p<0.01 y ***p<0.001. 
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Tabla 3. Diferencias significativas a las 48h según análisis t de Student.
1 

48h Blanco Control 

positivo 

Control 

negativo 

Scaffold 

con células 

No células - - - * 

Células en 

superficie 

- - - ** 

Scaffold 

vacío 

- - - * 

Scaffold 

con células 

* ** * - 

 

Tabla 4. Diferencias significativas a las 72h según análisis t de Student.
1 

72h Blanco Control 

positivo 

Control 

negativo 

Scaffold 

con células 

No células - - - *** 

Células en 

superficie 

- - - - 

Scaffold 

vacío 

- - - *** 

Scaffold 

con células 

*** - *** - 

 

Tabla 5. Diferencias significativas a las 168h según análisis t de Student.
1 

168h Blanco Control 

positivo 

Control 

negativo 

Scaffold 

con células 

No células - ** - ** 

Células en 

superficie 

** - ** - 

Scaffold 

vacío 

- ** - ** 

Scaffold 

con células 

** - ** - 
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Como podemos observar en la gráfica 2, la cantidad de resazurina reducida aumenta en 

el caso de SHEDs con scaffold, lo que indica un aumento del número total de células. 

Comparando con el caso donde no hay células (control negativo) o solamente hay 

scaffold (control positivo) en el que se produce un ligero aumento de la resazurina 

reducida producido por el ambiente, encontramos una diferencia significativa (Tablas 2, 

3, 4, 5). 

 

En el caso de haber células vivas y adheridas en la superficie encontramos un aumento 

de la resazurina reducida, viéndose un color más rosáceo, esto se produce porque el 

plástico ha sido tratado para que las células puedan proliferar, va aumentando el número 

hasta las 48 horas donde llega a su pico máximo y se produce un fenómeno de 

estabilización donde la cantidad de células disminuye. A las 168h la cantidad de células 

en el caso con scaffold y sin scaffold (control positivo) es la misma, pero remarcamos la 

necesidad del scaffold al ser un material biocompatible y el plástico tratado no serlo. Es 

importante citar que el scaffold es un material implantable y biocompatible y no así el 

plástico de los cultivos celulares, diseñado solamente para un uso experimental y no de 

aplicación en el ámbito clínico. Estos resultados sugieren que aunque a las células les 

cueste más adherirse inicialmente a la fibroína, puesto que la superficie no está tratada 

como en el plástico de los cultivos celulares, podemos observar que a tiempo final 

(168h) la proliferación se iguala obteniendo una cantidad de células similar al control 

positivo. Este resultado avala al scaffold de fibroína óptimo para futuros estudios in 

vivo. 

 

4.4 FENOTIPO 

Realizamos un análisis mediante citometría de flujo, para confirmar el fenotipo  

mesenquimal de las células madre SHEDs, aisladas de un cultivo de pulpa dental de 

dientes temporales, y para determinar posibles cambios fenotípicos, tras el cultivo con 

los scaffolds de fibroína. 

Los resultados obtenidos en la citometría de flujo fueron los siguientes: 

Más del 95% de las células SHEDs, presentaron resultados positivos de los 

marcadores mesenquimales, CD73, CD90 y CD105, mientras que sólo un 5% 
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presentaron resultados positivos de los marcadores hematopoyéticos CD14, CD20, 

CD34 y CD45 como se puede observar en la fig. 22. 

A 

 

B 

 

C 

 

D

 

Figura 22. Expresión de marcadores CD73 (22A), CD90 (22B), CD105 (22C), 

CD45/CD34/CD14/CD20 (22D) a las 24 horas de siembra. 

 

A 

 

B 

 

C 

 

D

 

Figura 23. Expresión de marcadores CD73 (23A), CD90 (23B), CD105 (23C), 

CD45/CD34/CD14/CD20 (23D) a las 72 horas de siembra. 
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A

 

B 

 

C

 

D

 

Figura 24. Expresión de marcadores CD73 (24A), CD90 (24B), CD105 (24C), 

CD45/CD34/CD14/CD20 (24D) a las 168 horas de siembra. 

En las figuras encontramos los marcadores específicos CD73, CD90, CD105, CD45, 

CD34, CD14 y CD20 que se observan a las 24 horas (Fig. 22) y a las 168 horas (Fig. 

24) estos siguen mostrándose. De esta forma podemos confirmar que tanto a  las 24 

horas como a tiempo final los marcadores específicos necesarios para la identificación 

del fenotipo celular siguieron mostrándose, por tanto, las células quedaron identificadas 

y se pudo concluir que se trataba de células madre de dientes deciduos. 

 

4.5 APOPTOSIS 

Las SHEDs se cultivaron sobre scaffold y plástico (control) durante tres periodos 

en el tiempo: 24, 72 y 168 h. Transcurrido éste tiempo, las células fueron marcadas con 

Anexina-V y 7-AAD y analizadas mediante citometría de flujo. 

Se representó mediante diagrama de puntos bidimensional, la distribución de las 

células vivas (Anexina- V
-
/7-AAD

-
), células en apoptosis temprana (Anexina-V

+
/7-

AAD
-
) y células en apoptosis tardía y necróticas (Anexina-V

+
/7-AAD

+
 y Anexina-V

-
/7-
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AAD
+
) en  SHEDs no tratadas, o en las sembradas en los scaffolds, como se observa en 

la fig. 25.  

A

 

B

 

C

 

Figura 25. Análisis anexina a las 24h (25A), análisis anexina a las 72h (25B), análisis anexina a 

las 168h (25C). 

 

A las 24 horas en la figura 25(A) podemos observar  como el porcentaje de células vivas 

es del 97.78%, mientras que a las 72 horas (Fig. 25(B)), hay un pequeño descenso del 

número total de células vivas situándose en el 93.75%. Sin embargo, a las 168h (Fig. 

25(C)) el número total de células vivas remonta ligeramente a un 94%. Estos datos nos 

ayudan a concluir que la fibroína de seda es un material biocompatible para las células 

madre procedentes de dientes deciduos. 
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5. DISCUSIÓN 

La necesidad en Odontología de conseguir una preservación y reparación/regeneración 

pulpar implica la búsqueda de tratamientos lo más conservadores posibles. De esta 

forma se consigue que los dientes sean capaces de completar la formación radicular aun 

cuando se hayan visto afectados por necrosis o pulpitis irreversible, manteniendo el 

diente en boca y consiguiendo que éste siga realizando su función (190-192). 

 

5.1 CÉLULAS MADRE EN ODONTOLOGÍA REGENERATIVA 

En nuestro caso se decidió utilizar el modelo celular SHEDs ya que son las células más 

indiferenciadas en el ámbito oral y, por tanto, poseen una mayor capacidad proliferativa. 

Tienen casi el doble de potencial de duplicación celular y poseen mayor capacidad de 

reparación que las DPSCs (22, 193, 194). Además las SHEDs muestran una actividad 

de fosfatasa alcalina (ALP) superior a las DPSCs, así como una mayor diferenciación 

condrogénica y adipogénica (193). A su vez, las SHEDs presentan mayor plasticidad y 

son capaces in vivo de generar espontáneamente cantidades de hueso moderadas (194, 

195). Hoy en día las SHEDs se consideran células madre excepcionales y son una 

importante, accesible y no invasiva fuente de células madre (194, 196). 

 

En la tabla 6 se describen diversos estudios realizados con CMMs de origen dental cuyo 

objetivo es la regeneración y/o reparación pulpar. Entre estos estudios aparecen las 

SHEDs, lo que avala la elección de este modelo celular. 
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Tabla 6. Resumen de estudios con células madre dentales cuyo objetivo fue la 

reparación/regeneración dental. 

Autor y 

año 

Título Línea 

Celular 

Resultados Conclusiones 

Huang 

GT-J 

(2010)
(167)

 

Stem/progenitor 

cell-mediated de 

novo regeneration 

of dental pulp with 

newly deposited 

continuous layer of 

dentin in an in 

vivo model. 

DPSCs Junto con fragmentos 

de raíces de dientes 

humanos y scaffold de 

PLG las DPSCs son 

capaces de inducir 

regeneración 

dentinopulpar. 

Las DPSCs 

presentan 

potencial para 

regeneración 

pulpar in vitro. 

Lee JH 

(2011)
(197)

 

Odontogenic 

differentiation of 

human dental pulp 

stem cells induced 

by preameloblast 

derived factors. 

DPSCs Mediante la acción 

medio de cultivo 

preameloblástico en 

ratones 

inmunodeprimidos, 

DPSCs fueron capaces 

de diferenciarse a 

células similares a 

odontoblastos. 

Las DPSCs 

presentan 

potencial para 

regeneración 

pulpar in vivo. 

Huang 

GT-J 

(2009) 
(42)

 

The hidden 

treasure in apical 

papilla: the 

potential role in 

pulp/dentin 

regeneration and 

bioroot 

engineering. 

SCAPs Se obtuvo tejido 

similar a la pulpa con 

una vascularización 

bien establecida y en 

ratones 

inmunodeprimidos se 

creó una capa continua 

de tejido similar a la 

dentina. 

Las SCAPs 

pueden ser 

usadas para 

ingeniería de 

tejidos y 

regeneración 

pulpar in vivo. 

Shi S 

(2005)
(198)

 

The efficacy of 

mesenchymal stem 

cells to regenerate 

and repair dental 

SHEDs Trasplantes 

xenogénicos con HA y 

SHEDS generaron 

tejidos parecidos a la 

dentina, con capas de 

Las SHEDs 

presentan 

potencial para 
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structures. odontoblastos 

recubriendo la matriz 

dentinaria 

remineralizada 

regenerar tejidos 

dentales humanos 

in vivo. 

Cordeiro 

MM 

(2008)
(72)

 

 

Dental pulp tissue 

engineering with 

stem cells from 

exfoliated 

deciduos teeth. 

SHEDs SHEDs sembrados 

sobre scaffolds 

biodegradables con 

fragmentos de dientes 

humanos se 

diferenciaron a células 

similares a 

odontoblastos 

Las SHEDs 

representan una 

fuente viable de 

células para la 

ingeniería de 

tejidos dentales. 

Gotlieb 

EL 

(2008)
(199)

 

An ultrastructural 

investigation of 

tissue-engineered 

pulp constructs 

implanted within 

endodontically 

treated teeth. 

SHEDs SHEDs cultivadas 

sobre scaffold de ácido 

poliláctico se 

implantaron en 

premolares humanos 

extraídos y 

endodonciados, y  se 

comprobó que existía 

adherencia celular. 

En endodoncia 

regenerativa es 

necesario el 

tratamiento de los 

conductos y su 

limpieza para que 

las células madre 

puedan adherirse 

y favorecen la 

regeneración 

pulpar. 

Vanacker 

J 

(2014)
(200) 

 

 

 

 

Hypoxia 

modulates the 

differentiation 

potential of stem 

cells of the apical 

papilla. 

SCAPs SCAPs expuestas a 

condiciones de hipoxia 

(1% O2) son capaces 

de diferenciarse de 

forma espontánea. 

Se comprueba el 

potencial de las 

SCAPs para 

producir 

regeneración 

dentino-pulpar 

incluso en 

situación de 

hipoxia. 
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5.2 TIPOS DE SCAFFOLDS  

Los scaffolds son armazones tridimensionales para el crecimiento celular y se 

consideran necesarios para la correcta proliferación de las células madre. La búsqueda 

de scaffolds “ideales” para la regeneración tisular resulta imprescindible para el avance 

de la Odontología Regenerativa. En nuestro caso utilizamos un scaffold de fibroína de 

seda, debido a que se trata de un biomaterial natural que no presenta citotoxidad y es 

biocompatible, con propiedades cicatrizantes y regenerativas (78, 90), que facilita la 

adhesión y proliferación celular (201).  

 

Se han realizado diversos estudios con diferentes tipos de scaffolds. Rui Li y col. (202) 

en la búsqueda de un scaffold natural ideal usó un scaffold de “dentina humana” 

(hTDM) que fue combinado con células madres procedentes del folículo dental 

(DFSCs) in vivo durante 8 semanas, cuyo constructo se implantó en un ratón. El 

crecimiento, la viabilidad y la citotoxicidad de las DFSCs en la superficie del hTDM 

estuvieron por encima del control (fosfato cálcico). In vivo el constructo hTDM más 

células madre procedentes del folículo dental indujo y ayudó a la regeneración de los 

tejidos pulpares, que expresaron marcadores de dentina DSP y DMP-1. DFSCs y hTDM 

fueron responsables de la regeneración de los tejidos dentinarios, por lo que 

concluyeron que el scaffold de hTDM resultó ser un biomaterial ideal para la 

regeneración dentinaria en humanos. Tran H y col. (203) investigaron sobre el uso de 

scaffolds de dentina junto con DPSCs en ratones, dicho estudio evidenció regeneración 

de tejidos dentinarios, expresando marcadores específicos de dentina las DPSCs, así 

como matriz de dentina; además los nuevos tejidos formados mostraban anticuerpos 

mitocondriales humanos, por lo que concluyó que podría utilizarse en el futuro como 

terapia para endodoncia y traumatismos dentales de tejidos duros. 

Mangano C y col. (204) realizaron otro estudio con scaffolds de origen natural como es 

el biocoral sembrado con DPSCs. A las 8, 24 y 48h de cultivo las células no se 

adhirieron a la superficie externa pero sí se colocaron en las cavidades internas de la 

estructura de biocoral. Después de 7, 15 y 30 días de cultivo, se observó que las DPSCs 

se encontraban en los poros del scaffold de biocoral, también se evidenció una secreción 

de matriz extracelular y diferenciación hacia osteoblastos. Se observó la formación de 

hueso difuso, así como que las células estaban completamente integradas en todas las 
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cavidades del biocoral y hubo un aumento en la expresión del gen de osteocalcina, 

osteopontina (OPN) y sialoproteína ósea (BSP). En este estudio se concluyó que la 

mezcla de scaffolds de biocoral sembrados con DPSCs promovía la diferenciación a 

células similares a osteoblastos. 

Zhang y col. (205) en un experimento con un constructo scaffolds de seda y células 

endoteliales, puso a prueba la capacidad de los tejidos para favorecer rápida y 

extensamente el proceso de vascularización. Se evidenció in vitro la promoción de 

prevascularización en los canales, facilitando así el crecimiento celular endotelial, la 

secreción de VEGF y la formación de tubos capilares. Cuando se implantó in vivo, las 

redes vasculares en los scaffolds se anastomosaron con los vasos del animal, acelerando 

la infiltración vascular a lo largo de toda la construcción de tejido, lo que proporcionó 

nutrientes suficientes para garantizar la supervivencia de células madre trasplantadas. 

Por lo que concluyeron que el uso de scaffolds de seda podría usarse de forma efectiva 

en la regeneración tisular con células madre. 

Sarang y col. (206) realizó una búsqueda bibliográfica sobre los principales scaffolds 

existentes. Con dicha búsqueda determinó que el colágeno ofrecía ventajas respecto a 

otros en biocompatibilidad y bioactividad, ya que promocionaba la adhesión celular, 

migración celular y el crecimiento celular (207); en los estudios de DPSCs sobre estos 

scaffolds ha sido capaz de formar una matriz organizada similar al tejido pulpar (208) e 

incluso en un estudio in vivo junto a factores de crecimiento durante tres semanas la 

pulpa dental se revascularizó y se creó neodentina (128).  

Respecto a la fibrina se ha evidenciado ser atractiva para favorecer la angiogénesis 

(209). En un estudió en el que usaron fibrina con factores ricos en plaquetas (FRP) en 

un modelo porcino, se obtuvo la formación de un diente completo, con corona, raíces, 

pulpa, esmalte, dentina, cemento, vasos sanguíneos y ligamento periodontal (210).  

Otro de los biomateriales usados en la terapia celular ha sido el alginato. Este 

biomaterial ofrece una adecuada biocompatibilidad (211); además proporciona una 

matriz donde la regeneración pulpar y periodontal pueden llevarse a cabo, siendo útil 

para la liberación de factores de crecimiento (181). No obstante, su baja dureza y 

degradación in vivo incontrolable ha hecho que no se haya usado en exceso como 

scaffold (211). 
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En el caso del ácido hialurónico se ha descrito que se trata de un excelente y potencial 

scaffold para la regeneración de tejido, es biocompatible y posee un bajo potencial 

inmunogénico, pero pobres propiedades mecánicas y una degradación in vivo rápida, 

aunque puede ser controlada con la modificación química de polímeros (212); el ácido 

hialurónico en combinación con esponjas de colágeno ha demostrado inducir y 

mantener la proliferación pulpar (213).  

Otro polímero natural como es el chitosán, ha demostrado ser biocompatible, 

biodegradable, antimicrobiano y con capacidad de cicatrizar tejidos y tener efectos 

osteoinductivos; presenta buenas expectativas de regeneración periodontal (214), así 

como de regeneración de tejido óseo (215).  

La fibroína de seda mejora a todos estos materiales citados debido a su facilidad de 

producción, resistencia mecánica, mayor biocompatibilidad y bioactividad. (78, 90, 

201) 

En la tabla 7 se exponen los estudios más relevantes en cuanto al uso de scaffolds en 

odontología regenerativa. 

 

 

Tabla 7. Resumen de estudios de Ingeniería Tisular Odontológica. 

Autor y año Título Scaffold Acción Conclusión 

Rui L 

(2011)
(202)

 

Human treated 

dentin matrix 

as a natural 

scaffold for 

complete 

human dentin 

tissue 

regeneration 

Scaffold de 

dentina 

humana 

(hTDM) 

hDTM indujo y 

ayudó a 

regeneración de 

tejidos pulpares, 

las DFSCs 

presentaron un 

aumento por 

encima del control. 

Juntas produjeron 

regeneración de 

tejidos dentinarios. 

Biomaterial 

ideal para 

regeneración 

dentinaria en 

humanos in 

vivo. 

Carlo M 

(2011)
(204)

 

Human dental 

pulp stem cells 

hook into 

biocoral 

scaffold 

forming an 

engineered 

biocomplex 

Scaffold de 

biocoral 

Diferenciación de 

las DPSCs hacia 

osteoblastos, 

formación de 

hueso difuso y 

células integradas 

en la cavidad del 

biocoral 

Formación de 

osteoblastos 

gracias al uso 

de scaffolds de 

biocoral junto 

con DPSCs. 
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Zang W 

(2015)
(205)

 

Vascularization 

of hollow 

channel-

modified 

porous silk 

scaffolds with 

endothelial 

cells for tissue 

regeneration 

Scaffold de 

seda 

Las redes 

vasculares en los 

scaffolds y el 

animal se 

anastomosaron, lo 

que proporcionó 

nutrientes 

suficientes para 

garantizar la 

supervivencia de 

células madre 

trasplantadas. 

Podrían usarse 

los scaffolds de 

seda de forma 

efectiva en la 

regeneración 

tisular con 

células madre. 

Sakai S 

(2007)
(211)

 

Synthesis and 

characterization 

of both 

ionically and 

enzymatically 

cross-linkable 

alginate 

Scaffold de 

alginato 

Se comprobó que 

es biocompatible y 

no tóxico, además 

de una buena 

matriz para la 

liberación de 

factores de 

crecimiento 

Presenta una 

degradación  in 

vivo 

incontrolable, 

no es un buen 

scaffold para 

regeneración 

endodóntica 

Ouasti S 

(2011)
(212)

 

Network 

connectivity, 

mechanical 

properties and 

cell adhesion 

for hyaluronic 

acid/PEG 

hydrogels 

Scaffold de 

ácido 

hialurónico 

Se compararon 

diferentes scaffold 

de ácido  

hialurónico a 

diferentes 

concentraciones y 

pesos moleculares 

Excelente y 

potencial 

scaffold para 

regeneración 

de tejido, 

biocompatible 

y bajo 

potencial 

inmunogénico, 

pobres 

propiedades 

mecánica y 

degradación in 

vivo rápida que 

puede ser 

controlada con 

polímeros. 

Yang 

JW(2015)
(216)

 

Dental pulp 

tissue 

engineering 

with bFGF-

incorporated 

silk fibroin 

scaffolds 

Scaffolds de 

fibroína 

Junto con DPSCs, 

se creó tejido bien 

vascularizado y se 

creó una nueva 

matriz y formación 

de dentina, al MEB 

buena adhesión y 

proliferación de las 

células 

Fuerte 

potencial 

terapéutico 

para su uso en 

odontología 

regenerativa. 
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5.3 SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR. 

Para el estudio de la viabilidad celular, es decir, evaluar tanto la citotoxicidad como la 

proliferación celular existen diversos métodos in vitro. La prueba ideal debe tener una 

serie de características principales como: ser en un paso, sensible, segura, no tóxica para 

las células y fiable (219). 

En el caso de nuestro estudio la prueba utilizada fue el ensayo de Alamar Blue (219, 

220). Resazurina es el nombre original del Alamar Blue (220), se trata de un colorante 

que actúa como intermediario aceptando electrones en la cadena de transporte entre la 

reducción final del oxígeno y la citocromo-oxidasa mediante la sustitución de oxígeno 

molecular como aceptor de electrones (219-221). Esta reducción enzimática del 

colorante indica las células viables y sirve como una herramienta eficaz para evaluar la 

proliferación celular, además de ser una buena técnica de cribado (219). Se puede 

aplicar en estudios de concentración de células animales, plantas, levaduras y bacterias 

entre otros (219). Esta reacción produce un cambio de color en el medio de cultivo de 

azul a rosa, que se puede medir fácilmente. Al ser soluble en medios de cultivo, estable 

en solución y no destructivo para las células, su monitorización es posible, por esto se 

considera superior a las pruebas clásicas para la viabilidad celular como el MTT (220,   

222). 

Otro método es el ensayo colorimétrico de sal de tetrazolio de MTT descrito por 

Mosmann en 1983 (223) para medir la citotoxicidad y proliferación celular. Este 

método se basa en la reducción del 3-(4.5-dimeltiltiazol-2-yl)-2.5-difeniltetrazolio 

bromuro, un colorante amarillo que es soluble en agua y que es reducido en células 

viables mediante los componentes de la cadena respiratoria a formazán (cristales azul 

violeta, insoluble en agua), fundamentalmente por la respiración (deshidrogenasas 

mitocondriales) y su flujo de electrones, lo cual es intrínsecamente tóxico para las 

células (224, 225). Durante la investigación se intentó realizar el estudio mediante este 

método, pero se encontró el problema de que era necesario eliminar completamente la 

sustancia de MTT para no falsear los resultados y al tratarse de esponjillas porosas 

(scaffolds de fibroína) su eliminación completa era prácticamente imposible, debido a 

que quedaban restos de MTT entre los poros de éstas, es por ello que se decidió cambiar 

la prueba y se realizó un ensayo de Alamar Blue. 
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Diferentes autores han usado Alamar Blue para trabajos de viabilidad sobre fibroína de 

seda. Panda y col. (226) evaluaron tanto las propiedades mecánicas como el potencial 

osteogénico de un scaffold de fibroína de seda mediante el ensayo de Alamar Blue, 

comprobaron la adhesión y proliferación celular en scaffolds de fibroína demostrando 

que éstas eran mayores en los scaffolds que en el caso del control. Por otro lado, Yan y 

col. (227) evaluaron el rendimiento biológico de los scaffolds de seda macro y 

microporos frente a scaffolds de fosfato de calcio y nanocalcio. Gracias al uso del 

ensayo de Alamar Blue comprobaron que los scaffolds no eran citotóxicos y que podían 

soportar la viabilidad y proliferación de las células mesenquimales. Shi y col. (228) 

realizaron un estudio en el que usaron partículas de fibroína de seda con un diámetro 

medio de 980 nm, usando el ensayo de Alamar Blue obtuvieron una adecuada viabilidad 

celular en presencia de partículas de fibroína de seda. Mauney y col. (229) estudiaron 

diferentes biomateriales formados por fibroína de seda junto con células madre 

mesenquimales derivadas de tejido adiposo y médula ósea humana, usando Alamar 

Blue, obtuvieron una excelente tasa de viabilidad celular (>80%) en todos los tipos de 

biomateriales. Mieszawska y col. (230) estudiaron diversos biomateriales compuestos 

con proteína de seda y arcilla para la formación de tejido óseo, comprobaron la 

viabilidad celular mediante el ensayo de Alamar Blue dos semanas después del cultivo, 

concluyendo que estos sistemas pueden ser útiles para promover estudios adicionales 

sobre regeneración ósea.  

5.4 SOBRE LA APOPTOSIS CELULAR.  

Para evaluar la citotoxicidad se investigó la apoptosis/necrosis de las SHEDs cultivadas 

en los scaffolds de fibroína mediante la doble tinción celular con Anexina-V y 7-

aminoactinomicina D (7-AAD), usando citometría de flujo. La primera, conjugada con 

un marcaje fluorescente (FITC), se utilizó como indicador de apoptosis temprana, ya 

que se une a la fosfatidilserina, proteína que se detecta en las membranas de células 

dañadas o en fases tempranas de apoptosis. Por otro lado, la 7-AAD es una molécula 

fluorescente con una fuerte afinidad por los ácidos nucleicos, cuya incapacidad para 

atravesar las membranas celulares no dañadas la hacen ideal en la determinación de 

mortalidad de las células en cultivo. Este método permite diferenciar tres diferentes 

estadíos de apoptosis, lo que permite conocer si la célula se encuentra en una etapa 

temprana de la muerte celular, o bien, en una etapa tardía en la cual ya se encuentra 

presente la necrosis secundaria. Se diferencian: células viva (Anexina-V-/7-AAD-), 
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apoptosis temprana (Anexina-V+/7-AAD-) y apoptosis tardía y células necróticas 

(Anexina-V+/7-AAD+). Esta técnica requiere células íntegras, por lo que su uso se 

recomienda para estudios  in vitro (218, 231)  como es el caso de nuestro estudio.  

Este ensayo ha sido usado en estudios previos como los de Rodríguez Lozano y col. 

(218), Wang y col. (231), Xu y col. (232). Rodriguez Lozano y col. (233) en un estudio 

en el que utilizaron fibroína de seda como en nuestro caso, comprobaron que la fibroína 

de seda y el óxido de grafeno cultivados junto con PDLSCs a tiempo final presentaban 

una viabilidad mayor que la muestra control además de una gran biocompatibilidad. 

Vera M y col. (234) realizó un estudio con PDLSCs sobre fibroína de seda y grafeno en 

el que pudieron concluir que las células a los diez días presentaban una viabilidad de 

más del 95% y concluyeron que los andamios de fibroína y grafeno podrían ser 

considerados unos andamios prometedores y biocompatibles que sirvan para la 

proliferación, viabilidad y función de las PDLSCs.  

En nuestro estudio se ha utilizado esta técnica y se ha podido determinar que las SHEDs 

presentaban una viabilidad del 94% demostrando que la fibroína de seda es un material 

biocompatible para las células madre procedentes de dientes deciduos 

5.5 SOBRE EL ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE MARCADORES DE 

SUPERFICIE DE CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES POR 

CITOMETRÍA DE FLUJO 

Para realizar la identificación del tipo celular usado se siguieron los criterios que 

recomienda la Sociedad Internacional de Terapia Celular. Las CMMs deben ser plástico 

adherentes cuando se mantienen en condiciones de cultivo estándar, además de expresar 

los marcadores celulares CD105, CD73, CD90 y carecer de expresión de CD45, CD34, 

CD14, CD11b, CD79a o CD19 y moléculas de superficie HLA-DR (235). La técnica 

utilizada para su identificación fue la citometría de flujo, usada de forma cotidiana para 

la identificación de marcadores celulares (235). 

Pecci Lloret y col. (236), Rodriguez Lozano y col. (218, 233) y Vera y col. (234)  

utilizaron estos criterios para identificar el fenotipo de las células madre procedentes de 

pulpa dental (DPSCs). Vera y col. (234) para confirmar el fenotipo mesenquimal de las 

PDLSCs comprobaron que todos los materiales que utilizaron presentaban las 

moléculas de superficie CD73, CD90 y CD105 con niveles del 99’5%, mientras que la 
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expresión de los marcadores CD14, CD20, CD34 y CD45 fueron menor del 5%, 

concluyendo que estos materiales pueden ser buenos para ser utilizados como ductores 

de la diferenciación osteogénica en PDLSCs. Rodriguez Lozano y col. (233) 

comprobaron el fenotipo de las PDLSCs, siendo positivo en más del 95% para los 

marcadores CD73, CD90 y CD105, no alterando el nivel de expresión de éstos en 24h, 

48h, 72h, 96h o 168h; siendo negativos para los marcadores hematopoyéticos CD14, 

CD20, CD34 y CD45. Pecci Lloret y col. (236) comprobaron el fenotipo de las DPSCs 

donde los marcadores CD73, CD90 y CD105 fueron positivos en un porcentaje muy 

alto, mientras que los marcadores hematopoyéticos CD20, CD34 y CD45 fueron 

negativos. En nuestro estudio se comprobó el fenotipo de las SHEDs donde se 

presentaron un 95% de resultados positivos de los marcadores mesenquimales, CD73, 

CD90 y CD105, mientras que sólo un 5% presentaron resultados positivos de los 

marcadores hematopoyéticos CD14, CD20, CD34 y CD45 

5.6 SOBRE EL ANÁLISIS DE LA MORFOLOGÍA Y ADHERENCIA CELULAR 

MEDIANTE MICROSCOPIO ELECTRÓNICO DE BARRIDO 

El microscopio electrónico de barrido (MEB o SEM por sus siglas en inglés “Scanning 

Electron Microscope”) es aquel que utiliza un haz de electrones para formar una 

imagen. Aporta una gran profundidad de campo y permite trabajar a altas resoluciones, 

lo cual conlleva la posibilidad de examinar las muestras a alta magnificación. Se pueden 

observar por tanto detalles del orden de nanómetros. Éste, a diferencia del microscopio 

óptico, sustituye la luz por el haz de electrones que barre la muestra y las lentes por 

electroimanes 

Son muchos los autores que han utilizado el microscopio electrónico de barrido para 

analizar la morfología celular así como la adhesión, Pecci Lloret y col. (236) lo 

utilizaron para ver la presencia de DPSCs en cultivos sobre fibroína de seda en scaffolds 

y en films y poder realizar una comparativa de ambos. Zhu y col. (237) y Balto y col. 

(238) observaron mediante microscopía electrónica de barrido, la morfología celular y 

adhesión de distintas células cultivadas en presencia de MTA. Vera y col. (234) lo 

utilizaron para analizar la adhesión y morfología celular junto con compuestos de 

fibroína de seda y óxido de grafeno. A su vez, Collado-González y col. (239, 240) 

utilizó este método en diversos estudios con células madre derivadas del ligamento 

periodontal humano y células madre derivadas de dientes deciduos, comprobando tanto 
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la morfología como la adhesión celular. En nuestro caso hemos podido comprobar la 

morfología de las SHEDs sobre los scaffolds de fibroína de seda, así como la adhesión y 

proliferación de éstas a diferentes horas. 

5.7 SCAFFOLDS DE FIBROÍNA PARA REGENERACIÓN 

Las DPSCs junto con scaffolds de fibroína han demostrado ser un buen candidato para 

futuros tratamientos regenerativos endodónticos, así como en ingeniería tisular, ya que 

las células presentan buena adhesión y proliferación (216, 217). En un estudio realizado 

por Wen Yan y col. (216) con DPSCs y scaffolds de fibroína se pudo comprobar 

histológicamente que el tejido creado estaba bien vascularizado y a su vez, se consiguió 

una nueva matriz y formación de dentina. Al igual que en nuestro estudio, al 

microscopio electrónico de barrido se observó una buena adhesión de las células y 

proliferación de las mismas (216). Woloszyk y col. (217) realizaron también un estudio 

con DPSCs y scaffolds de fibroína en el cual concluyó que la combinación de ambos 

cultivados bajo un estímulo mecánico podría ofrecer un nuevo y prometedor enfoque 

para la ingeniería de tejidos óseos, donde se requiere la regeneración ósea adecuada y 

rápida en los tejidos estimulados mecánicamente. Rodriguez-Lozano y col. (218) 

realizaron una investigación en la que utilizó PDLSCs junto con films de fibroína y 

grafeno donde pudo concluir que la combinación de las células con los films tenía un 

fuerte potencial terapéutico para su uso en odontología regenerativa. Estos resultados 

concuerdan con los nuestros obtenidos en cuanto a proliferación y a viabilidad celular 

con SHEDs. 

 

Los scaffolds de fibroína también han sido utilizados en medicina regenerativa, además 

de en odontología. En un estudio (241) fue utilizado como barrera física para la 

prevención de la adhesión de las hernias y los resultados fueron positivos, mejorando la 

curación, minimizando la adhesión, concluyéndose que era seguro y podía mejorar los 

resultados de la cirugía (241). También fueron óptimos los resultados en estudios 

realizados con scaffolds de fibroína junto con otros materiales como ácido poliláctico y 

colágeno, para promover la condrogénesis del cartílago demostrándose que era un 

material prometedor para la ingeniería de tejidos cartilaginosos, su reparación y 

regeneración (242, 243). Incluso en regeneración corneal, existen estudios que 

demuestran que los scaffolds de fibroína ayudaban a la reparación de la superficie 
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dañada y que sus resultados eran óptimos (244). Todos estos estudios avalan el uso del 

scaffold de fibroína como muy adecuado para su uso en medicina y odontología 

regenerativa. 

La existencia de esta nueva tendencia como es la odontología regenerativa, ha 

favorecido el uso de scaffolds (216). Los resultados obtenidos en estudios de SHEDs 

junto a un scaffold de chitosán y factor de crecimiento transformante B1 (TGFb1) 

mostraban una unión correcta a la estructura, mejorándose la diferenciación 

osteogénica. En base a esto, concluyó que era bueno para la regeneración de hueso in 

vivo (245). Otro estudio combinó un innovador periostio artificial formado por 

dexometasona (DEX) con alcohol de polivinilo (PVA), obtenido a partir de nanofibras 

de un scaffold poroso junto con SHEDs. El MTT demostró que era compatible y no 

tóxico para las SHEDS, pudiendo concluir que este scaffold proporciona un medio 

osteinductivo a las  SHEDS para su diferenciación (191). 

 

Varios estudios in vivo en los que fueron utilizados scaffolds de plasma rico en 

plaquetas, el tejido pulpar pudo ser regenerado en un diente humano, por lo que se 

concluyó que era un scaffold ideal para procesos endodónticos regenerativos (192, 246).   

 

Todos los estudios anteriormente expuestos demuestran que la regeneración pulpar es 

posible, por lo que nosotros con este estudio, hemos querido comprobar la 

biocompatibilidad de un scaffold de fibroína de seda junto con SHEDs, al ser esta una 

sustancia que se caracteriza por sus propiedades regenerativas y su eficacia ha sido 

demostrada en medicina regenerativa, pero en odontología no existen estudios en la 

actualidad, que hayan comprobado su utilidad en este tipo de tratamientos. 
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6 CONCLUSIONES 

En base a los resultados obtenidos en este estudio podemos deducir las siguientes 

conclusiones: 

1. Es posible establecer un cultivo primario a partir de células madre de dientes 

deciduos. 

2. La obtención de un scaffold a partir de fibroína de seda es un proceso 

relativamente sencillo y reproducible. 

3. Las SHEDs mantienen su morfología y se adhieren al scaffold con facilidad. 

4. Las SHEDs son capaces de proliferar sobre un scaffold de fibroína de seda con 

resultados de proliferación similares a las células sin scaffold aunque puedan 

requerir más tiempo. 

5. La citometría de flujo demuestra la viabilidad celular de las SHEDs. 

6. El scaffold de fibroína no cambia los marcadores de membrana estudiados de las 

SHEDs cuando proliferan sobre él. 

7. El scaffold tampoco induce la apoptosis de las SHEDs que son incubadas en él. 

8. Como conclusión final, el scaffold de fibroína resulta biocompatible para las 

SHEDs. 
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ANEXO 1 

DECLARACIÓN DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 

D. …………………………, y con DNI nº ……….. y Doña …………………………., 

con DNI nº…………………. como tutores de ……………………………………, 

menor de edad, manifiestan que han sido informados sobre los beneficios que podría 

suponer la extracción y donación de un diente deciduo para cubrir los objetivos del 

Proyecto de Investigación titulado “POTENCIALIDAD DE LA FIBROÍNA DE SEDA 

COMO SCAFFOLD PARA REPARACIÓN Y REGENERACIÓN PULPAR”, dirigido 

por D. Francisco Javier Rodríguez Lozano, teléfono de contacto: 609406624 y correo 

electrónico: fcojavier@um.es, con el fin de mejorar los tratamientos de regeneración o 

reparación en dientes con la pulpa afectada.  

 

He sido informado/a de las pruebas que van a ser realizadas pretenden determinar la 

biocompatibilidad de la fibroína de seda con células madre de dientes deciduos 

 

He sido informado de que los datos y la información que se recojan y traten durante la 

investigación serán disociados.  

He sido también informado de que puedo abandonar en cualquier momento mi 

participación en el estudio sin dar explicaciones y sin que ello me suponga perjuicio 

alguno. 

Tomando ello en consideración, OTORGO mi CONSENTIMIENTO a esta extracción y 

donación y a que sea utilizada para cubrir los objetivos especificados en el proyecto. 

 

XXX, a  XX de  XXXXX de 20XX. 

 

Fdo. D/Dña. 
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ANEXO 2 

HOJA DE INFORMACIÓN A LA PERSONA PARTICIPANTE 

Sobre el proyecto POTENCIALIDAD DE LA FIBROÍNA DE SEDA COMO SCAFFOLD PARA 

REPARACIÓN Y REGENERACIÓN PULPAR 

Estimado Sr. o Sra.: 

Le invitamos a participar en un estudio de investigación sobrePOTENCIALIDAD DE 

LA FIBROÍNA DE SEDA COMO SCAFFOLD PARA REPARACIÓN Y REGENERACIÓN PULPAR. 

Objetivos 

El estudio POTENCIALIDAD DE LA FIBROÍNA DE SEDA COMO SCAFFOLD PARA 

REPARACIÓN Y REGENERACIÓN PULPAR pretende determinar la biocompatibilidad de la 

fibroína de seda con células madre de dientes deciduos.  

Datos de los investigadores 

Ante cualquier duda o renuncia que pueda surgir en relación con su participación 

en la presente investigación, pueden dirigirse a la persona responsable de la 

misma, cuyos datos son los siguientes: 

 Nombre: María Pilar Pecci Lloret 
 Cargo: Doctoranda 
 Dirección de contacto: Avenida Victoria, 8, 5B, 30.007 MURCIA 
 Correo electrónico: mpilar.pecci@gmail.com 
 Teléfono de contacto: 620105033 

 

Uso confidencial de los datos 

Los datos personales serán protegidos e incluidos en un fichero que estará 

sometido a y con las garantías de la ley 15/1999 de 13 de diciembre de protección 

de datos personales. 

Derecho de la persona a retirarse del estudio 

Puede abandonar en cualquier momento su participación en el estudio sin 

tener que dar explicaciones y sin que ello suponga perjuicio alguno. 

En consecuencia, le solicitamos que firme y entregue la hoja de consentimiento 

informado que se adjunta. 

Firmado: En nombre del equipo investigador, María Pilar Pecci Lloret. 

 



Potencialidad de la fibroína de seda como scaffold para reparación y regeneración pulpar 

126 
TESIS DOCTORAL – MARÍA PILAR PECCI LLORET 

ANEXO 3 

INFORME DE LA COMISIÓN DE ÉTICA DE INVESTIGACIÓN 

DE LA UNIVERSIDAD DE MURCIA 
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ANEXO 4 

PÓSTER I JORNADAS DOCTORALES 
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ANEXO 5 

PÓSTER III JORNADAS DOCTORALES 
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ANEXO 6 

CERTIFICADO COMUNICACIÓN ORAL  

CONGRESO SEOP 2016 
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ANEXO 7 

CERTIFICADO COMUNICACIÓN ORAL 

CONGRESO SESPO 2016 
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ANEXO 8 

CERTIFICADO COMUNICACIÓN ORAL 

CONGRESO SEOP 2017 
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ANEXO 9 

PRIMER ACCÉSIT PREMIO MARIA LUISA GONZALVO MEJOR 

COMUNICACIÓN ORAL SEOP 2017 
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ANEXO 10 

ARTÍCULO EN JOURNAL OF CRANEOFACIAL SURGERY 
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ANEXO 11 

ARTÍCULO EN REVISTA ODONTOLOGY 

 


