
 

 
 

CENTRO DE CIENCIAS BÁSICAS 
DEPARTAMENTO DE MORFOLOGÍA 

 
TESIS 

 
EFECTOS DE PRODUCTOS DE LA CORROSIÓN NÍQUEL-TITANIO (Ni-Ti) 

SOBRE CÉLULAS HUMANAS EN CULTIVO 
 

PRESENTA 
M.C.S. ALFREDO SALAZAR DE SANTIAGO 

 
PARA OBTENER EL GRADO DE DOCTOR EN CIENCIAS BIOLÓGICAS 

 
TUTORES: 

Dra. en C. Alma Lilian Guerrero Barrera 
Dr. en C. Francisco Javier Avelar González 

 
INTEGRANTE DEL COMITÉ TUTORAL 

Dr. en C. Edgar Eduardo Hernández Cuéllar 
 
 

Aguascalientes, Ags., 21 de Septiembre del 2020. 
 
 

 
 



 

AUTORIZACIONES  
 
 

 
 



Elaborado por: D. Apoyo al Posg.
Revisado por: D. Control Escolar/D. Gestión de Calidad.
Aprobado por: D. Control Escolar/ D. Apoyo al Posg.

Código: DO-SEE-FO-15
  Actualización: 01            . 

Emisión: 20/06/19      .

NOMBRE: ID 232442

PROGRAMA:
LGAC (del 
posgrado):

TIPO DE TRABAJO: (     X      ) Tesis (            ) Trabajo práctico

TITULO:
IMPACTO SOCIAL (señalar el impacto logrado):

INDICAR SI/NO SEGÚN CORRESPONDA:

Elementos para la revisión académica del trabajo de tesis o trabajo práctico:
SI El trabajo es congruente con las LGAC del programa de posgrado
SI La problemática fue abordada desde un enfoque multidisciplinario
SI Existe coherencia, continuidad y orden lógico del tema central con cada apartado
SI Los resultados del trabajo dan respuesta a las preguntas de investigación o a la problemática que aborda
SI Los resultados presentados en el trabajo son de gran relevancia científica, tecnologíca o profesional según el área
SI El trabajo demuestra más de una aportación original al conocimiento de su área
SI Las aportaciones responden a los problemas prioritarios del país
SI Generó transferecia del conocimiento o tecnológica

El egresado cumple con lo siguiente:
SI Cumple con lo señalado por el Reglamento General de Docencia

SI

SI
SI Cuenta con la carta de satisfacción del Usuario

SI Coincide con el título y objetivo registrado

SI Tiene congruencia con cuerpos académicos

SI Tiene el CVU del Conacyt actualizado

SI Tiene el artículo aceptado o publicado y cumple con los requisitos institucionales (en caso que proceda)

En caso de Tesis por artículos científicos publicados:
SI Aceptación o Publicación de los articulos según el nivel del programa

SI El estudiante es el primer autor

SI El autor de correspondencia es el Tutor del Núcleo Académico Básico

SI En los artículos se ven reflejados los objetivos de la tesis, ya que son producto de este trabao de investigación.

SI Los artículos integran los capítulos de la tesis y se presentan en el idioma en que fueron publicados
SI La aceptación o publicación de los artículos en revistas indexadas de alto impacto

Sí SI

No

NOMBRE Y FIRMA DEL SECRETARIO DE INVESTIGACIÓN Y POSGRADO:

NOMBRE Y FIRMA DEL DECANO:

Nota: procede el trámite para el Depto. de Apoyo al Posgrado

DICTAMEN DE LIBERACIÓN ACADÉMICA PARA INICIAR LOS TRÁMITES DEL EXAMEN 
DE GRADO 

Fecha de dictaminación dd/mm/aa:

ALFREDO SALAZAR DE SANTIAGO

Toxicología y bioingeniería ambiental

EFECTOS DE PRODUCTOS DE LA CORROSIÓN NÍQUEL-TITANIO (Ni-Ti) SOBRE CÉLULAS HUMANAS EN CULTIVO

03-sep-20

DOCTORADO EN CIENCIAS BIOLÓGICAS

Se obtuvieron células madre a partir de terceros molares humanos con posibilidad de ser usadas para 
tratamiento de enfermedades metabólicas  en el humano

En cumplimiento con el Art. 105C del Reglamento General de Docencia que a la letra señala entre las funciones del Consejo Académico: …. Cuidar la eficiencia terminal del programa de posgrado y el Art. 105F las funciones del Secretario 
Técnico, llevar el seguimiento de los alumnos.

F I R M A S

Cuenta con los votos aprobatorios del comité tutoral, en caso de los posgrados profesionales si tiene solo tutorpodrá liberar solo el tutor

Cumple con los requisitos señalados en el plan de estudios (créditos curriculares, optativos, actividades complementarias,estancia, predoctoral, etc)

Con base a estos criterios, se autoriza se continúen con los trámites de titulación y programación del examen de grado

Elaboró:

Revisó:

Autorizó:

ALMA LILIÁN GUERRERO BARRERA

DRA. ALMA LILIÁN GUERRERO BARRERA

M. en C. JORGE MARTÍN ALFEREZ CHÁVEZ

DRA. HAYDÉE MARTÍNEZ RUVALCABA

* NOMBRE Y FIRMA DEL CONSEJERO SEGÚN LA LGAC DE ADSCRIPCION:

* En caso de conflicto de intereses, firmará un revisor miembro del NAB de la LGAC correspondiente distinto al tutor o miembro del comité tutoral, asignado por el Decano.

NOMBRE Y FIRMA DEL SECRETARIO TÉCNICO:



 

AGRADECIMIENTOS 
 
Expreso mi más sincero agradecimiento:  
 
Al Programa para el Desarrollo Profesional Docente (PRODEP) de la Secretaría 

de Educación del Gobierno de México, por haberme otorgado la beca No. UAZ-

399/511-6 /17-6885 para la realización de los estudios de Doctorado. 

A la Universidad Autónoma de Zacatecas y a sus autoridades, por haberme 

brindado las condiciones académicas y administrativas para la realización de los 

estudios de Doctorado en Ciencias Biológicas. 

Especialmente quiero agradecer a la Dra. en C. Alma Lilian Guerrero Barrera, por 

haber creido en mí como persona y como profesionista y que me brindó la 

oportunidad y confianza para integrarme a su equipo y trabajar a su lado y concluir 

el día de hoy con el presente trabajo. Gracias por su amistad, paciencia y ejemplo, 

sus enseñanzas y conocimientos forjaron en mí la posibilidad de observar la ciencia 

con un enfoque diferente.  

Al Dr. en C. Francisco Javier Avelar González, quien además de cumplir con su 

responsabilidad como Rector de la Universidad Autónoma de Aguascalientes, se 

dio el tiempo para ser mi Tutor. Gracias por brindarme sus conocimientos. Aprendí 

con Usted que la ciencia requiere de darle su tiempo y sustento, ello trae consigo 

un cimiento más firme para la generación de nuevos conocimientos. 

Al Dr. en C. Edgar Eduardo Hernández Cuéllar. Gracias por brindarme sus 

conocimientos, amistad y confianza durante mi estancia como estudiante de 

Doctorado. 

Al Dr. en C. Juan Manuel Díaz Villaseñor, compañero de estudios, asesor y amigo. 

Gracias por el tiempo y asesorías que me permitieron alcanzar los resultados del 

presente trabajo.  

A la Biol. Adriana C. Moreno Flores y a la Ing. Fabiola Galindo Guerrero. Gracias 

por su paciencia y enseñanzas. 

A todos los integrantes del equipo de Laboratorio de Biología Celular y Tisular 
de la UAA por su compañerismo y solidaridad.    

 



 

DEDICATORIAS 
 
Soy un hombre de Fe y doy gracias a Dios por haberme dado la oportunidad de 

creeer y encomendarme a Él para alcanzar mis objetivos y metas.  

 

Le dedico este trabajo a toda mi Familia, por ser quien son y representan el todo 

para mi. Gracias por acompañarme a lo largo del camino y por el apoyo hoy y 

siempre en los momentos de flaqueo, motivándome para seguir adelante.  

 

A mis Padres Silvia de Santiago Pérez (qepd) y Rafael Salazar Arellano (qepd), 
donde quiera que estén, porque a pesar de no estar conmigo físicamente, siempre 

los he considerado como ejemplos de vida. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 1 

 
ÍNDICE GENERAL  
 

 Página 
ÍNDICE GENERAL 1 

ÍNDICE DE TABLAS 4 

ÍNDICE DE FIGURAS 5 

ACRÓNIMOS 10 

1. RESUMEN  13 

2. ABSTRACT 14 

3. INTRODUCCIÓN 15 

    3.1 Biomateriales 15 

    3.2 El fenómeno de la corrosión y los biomateriales 16 

         3.2.1 El ataque uniforme 16 

         3.2.2 La corrosion por picaduras o grietas 16 

         3.2.3 La corrosion galvánica 17 

         3.2.4 Corrosión por fricción 17 

         3.2.5 Corrosión por estrés 17 

         3.2.6 Corrosión inoculada microbiológicamente 17 

    3.3 Pruebas de Biocompatibilidad 17 

    3.4 Biomateriales y su uso en odontología 18 

    3.5 Cultivos celulares para el estudio in vitro de los biomateriales 20 

    3.6 Las Células Madre: concepto y clasificación 20 

    3.7 Fuentes de obtención de MSCs 21 

    3.8 Células Mesenquimales derivadas de los tejidos dentales (DSCs) 22 

4. JUSTIFICACIÓN 23 

5. HIPÓTESIS 23 

6. OBJETIVOS 24 

    6.1 Objetivo General 24 

    6.2 Objetivos Específicos 24 
  



 2 

7. METODOLOGÍA 24 

    7.1 Diseño del estudio para la obtención de células mesenquimales 

de tejidos dentales humanos.  

24 

    7.2 Establecimiento de los cultivos celulares primaries  25 

    7.3 Inmunofenotipificación de las células mesenquimales de pulpa 

dental, encía y cresta ósea alveolar  

26 

    7.4 Ensayo de proliferación celular 27 

    7.5 Evaluación de la capacidad pluripotencial de diferenciacion de 

células mesenquimales obtenidas a partir de tejidos dentales humanos 

27 

          7.5.1 Diferenciación osteoblástica 28 

          7.5.2 Diferenciación ameloblástica 29 

    7.6 Obtención de los productos de la corrosion de Níquel-Titanio (Ni-

Ti) de biomaterials usados en el área de odontología 

29 

    7.7 Evaluación del efecto del Cloruro de Níquel (NiCl2) sobre células 

humanas en cultivo 

31 

          7.7.1 Efecto citotóxico del NiCl2 a través del ensayo de liberación 

de lactato deshidrogenasa (LDH) 

31 

          7.7.2 Evaluación de cambios morfológicos en células 

mesenquimales de cresta ósea alveolar humana (HABMSCs) por 

exposición a NiCl2 

32 

    7.8 Evaluación del efecto de los productos de la corrosion de Ni-Ti 

liberados de biomateriales usados en el área de odontología en un 

Modelo Animal (Rata Wistar) 

33 

    7.9 Métodos estadísticos 33 

8. RESULTADOS 34 

    8.1 Características de los pacientes donadores 34 

    8.2 Establecimiento de los cultivos celulares primarios  34 

    8.3 Inmunofenotipificación   35 

    8.4 Ensayo de proliferación celular 37 



 3 

    8.5 Evaluacion de la capacidad pluripotencial de diferenciación de las 

células mesenquimales obtendias a partir de tejidos dentales humanos  

38 

          8.5.1 Diferenciación osteoblástica  38 

          8.5.2 Diferenciación ameloblástica 39 

    8.6 Obtención de los productos de la corrosion de Níquel-Titanio (Ni-

Ti) de biomateriales usados en el área de odontología 

42 

          8.6.1 Análisis de biomaterials por microscopía electrónica de 

barrido (MEB) y Espectrometría de Energía Dispersiva de Rayos X 

(EDS-Rx) 

42 

    8.7 Evaluación del efecto citotóxico del Cloruro de Níquel (NiCl2) 

sobre células de cresta ósea alveolar medido por el ensayo de liberación 

de LDH 

46 

    8.8 Evaluación de los cambios morfológicos en células 

mesenquimales de cresta ósea alveolar por exposición al NiCl2  

47 

    8.9 Evaluación del efecto de los productos de la corrosion de Ni-Ti 

liberados de biomateriales usados en el área de odontología en Modelo 

Animal (Rata Wistar) 

51 

9. DISCUSIÓN 52 

10. CONCLUSIONES 56 

11. REFERENCIAS 58 

12. ANEXOS  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 4 

 
ÍNDICE DE TABLES 

 
 Página 

 
Tabla 1. Descripción de los primers utilizados para la fenotipificación de 

las células de pulpa dental humana. 

27 

  

Tabla 2. Relación de Anticuerpos primarios y su dilución empleados 

para la detección de las proteínas de esmalte. 
30 

  

Tabla 3. Resultados de la expresión de genes de los marcadores de 

superficie (CD) de mesenquimalidad en las células de pulpa dental 

(hDPSC) mediante RT-PCR. (+) Marcador positivo para hDPSC. (-) 

Marcador negativo para hDPSC. (S) Muestra. 

36 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 5 

ÍNDICE DE FIGURAS 
 Página 

 
Figura 1. Distribución por género de los pacientes donadores de 

terceros molares. 

34 

  

Figura 2. Cultivos celulares con >80% de confluencia posterior a 28 días 

de establecimiento (20X). A. Células de tejido pulpar (Bar=250 µm). B. 

Células de tejido gingival (Bar=250 µm). C. Células de cresta ósea 

alveolar (Bar=300 µm). 

35 

  

Figura 3. Inmunocitofluorescencia con la expresión de Marcadores de 

Mesenquimalidad en las células de pulpa dental, tejido gingival y de 

cresta ósea alveolar. CD-40 con FITC-Hoechst (A, D, G); CD-44 con 

FITC-Hoechst (B, E, H); CD-105 con Alexa 568-Hoechst (C, F, I). 

(Bar=50 µm). 

35 

  

Figura 4. RT-PCR. Análisis de expresión de CD de marcadores de 

pluripotencialidad (CD44, STRO-1, CD34, CD14) en muestras de 

células de tejido pulpar. El GAPDH se utilizó como gen constitutivo. S = 

Muestras. C (-) = Control negativo. 

36 

  

Figura 5. Ensayo de proliferación celular por MTT con un seguimiento 

de 24, 48, 72, 96 y 120 horas. A. Células mesenquimales de pulpa 

dental humana (hDPSCs). B. Células mesenquimales de cresta alveolar 

humana (HABMSCs). Los recuentos se realizaron por triplicado y se 

muestra la desviación estándar de los mismos. (p ≤ 0,05) * (p≤ 0,001)***. 

37 

  

Figura 6.  Diferenciación osteoblástica de hDPSCs demostrada con los 

métodos de tinción de Fosfatasa Alcalina, Rojo de Alizarin y Vonkossa. 

B. Tinción del incremento de la actividad enzimática de la fosfatasa 

38 



 6 

alcalina (flechas negras) (20X) (Bar=400 μm). D. Presencia de cristales 

de calcio a través de la tinción de Alizarin Red S (flechas negras) (20X) 

(Bar=100 μm).. F. Presencia de cristales de calcio mediante la tinción 

de Von Kossa (flechas negras) (20X) (Bar=100 μm). (A, C, E) Controles.  

  

Figura 7.  Diferenciación osteoblástica de GMSCs demostrada con los 

métodos de tinción de Fosfatasa Alcalina, Rojo de Alizarin y Vonkossa. 

B. Tinción del incremento de la actividad enzimática de la fosfatasa 

alcalina (flechas negras) (20X) (Bar=300 μm). D. Presencia de cristales 

de calcio a través de la tinción de Alizarin Red S (flechas negras) (20X) 

(Bar=300 μm).. F. Presencia de cristales de calcio mediante la tinción 

de Vonkossa (flechas negras) (20X) (Bar=200 μm). (A, C, E) Controles. 

39 

  

Figura. 8. Inmunocitofluorescencia y análisis con microscopía confocal 

de la expresión de proteínas del esmalte dental en hDPSCs tratadas 

con gel de matriz extracelular de piel de cerdo. (A, D, G, J, M) 

Contratinción nuclear celular con Hoechst. (B) Detección de 

amelogenina con Alexa Fluor® 488. (E) Detección de ameloblastina con 

Alexa Fluor® 594. (H) Detección de enamelisina con Alexa Fluor® 488. 

(K) Detección de Tuftelina con Alexa Fluor® 594. (N ) Detección de 

parvalbúmina con Alexa Fluor® 488. (C, F, I, L, O) Merge: Anticuerpo-

Hoechst. Bar = 50 μm. 

40 

  

Figura 9. Inmunocitofluorescencia y análisis con microscopía confocal 

de la expresión de proteínas del esmalte dental en hDPSCs tratadas 

con gel de matriz extracelular de tendón de cola de rata. (A, D, G, J, M) 

Contratinción nuclear celular con Hoechst. (B) Detección de 

amelogenina con Alexa Fluor® 488. (E) Detección de ameloblastina con 

Alexa Fluor® 594. (H) Detección de enamelisina con Alexa Fluor® 488. 

(K) Detección de Tuftelina con Alexa Fluor® 594. (N ) Detección de 

41 



 7 

parvalbúmina con Alexa Fluor® 488. (C, F, I, L, O) Merge: Anticuerpo-

Hoechst. Bar = 50 μm. 

  

Figura 10. Análisis por Microscopía Electrónica de Barrido (MEB) a 

diferentes aumentos (150X; 500X; 1000X; 4000X) de la superficie de 

segmentos de arcos dentales empleados en tratamientos de ortodoncia. 

A. Superficie de arcos nuevos (Control). B. Arcos con proceso de 

envejecimiento in vitro de 28 días con un pH 7.2 (fisiológico). Se observa 

la presencia de picaduras o grietas que se hacen más evidentes a un 

mayor aumento (flechas negras). C. Arcos usados por pacientes en 

tratamiento de ortodoncia durante 28 días. Obsérvese la presencia de 

aparente corrosión tipo picadura y por fricción (flechas negras). 

(Bar=100 μm; 50 μm; 10 μm; 5 μm).  

43 

  

Figura 11. Análisis cuantitativo y cualitativo por EDS-Rx de la 

composición química de la superficie de arcos dentales empleados en 

tratamientos de ortodoncia. A. Superficie de arcos nuevos (Control). B. 

Arcos con proceso de envejecimiento in vitro de 28 días con un pH 7.2 

(fisiológico). C. Arcos usados por pacientes en tratamiento de 

ortodoncia durante 28 días. (Bar=100 μm; 50 μm; 10 μm; 5 μm). 

44 

  

Figura 12. Análisis por Microscopía Electrónica de Barrido (MEB) a 

diferentes aumentos (150X; 500X; 1000X; 4000X) de la superficie de 

segmentos de arcos dentales empleados en tratamientos de ortodoncia. 

A. Superficie de arcos nuevos (Control). B. Arcos con proceso de 

envejecimiento in vitro de 28 días con un pH 4.2 (ácido). Se observa la 

presencia de picaduras o grietas que se hacen más evidentes a un 

mayor aumento (flechas negras).(Bar=100 μm; 50 μm; 10 μm; 5 μm).  

45 

  



 8 

Figura 13. Análisis cuantitativo y cualitativo por EDS-Rx de la 

composición química de la superficie de arcos dentales empleados en 

tratamientos de ortodoncia. A. Superficie de arcos nuevos (Control). B. 

Arcos con proceso de envejecimiento in vitro de 28 días con un pH 4.2 

(ácido) (Bar=100 μm; 50 μm; 10 μm; 5 μm). 

46 

  

Figura 14. Daño celular medido por liberación de LDH en HABMSCs 

tratadas con diferentes concentraciones de NiCl2 (0.01, 0.05, 0.1 y 0.5 

mM) durante 12 hy 24 h. Se observaron diferencias estadísticamente 

significativas a las 24 horas de tratamiento a concentraciones 0.01 mM, 

0.1 mM y 0.5 mM en comparación con el high control alto según ANOVA 

de dos vías y pruebas de comparación múltiple de Tukey’s (p ≤ 0,05) *. 

47 

  

Figura 15. Análisis por MEB de HABMSCs expuestas a NiCl2 durante 

24 h. Células control (A, B, C). HABMSCs con tratamiento de 2 mM de 

NiCl2 durante 24 h (D, E, F) (Bar=50 µm y 10 µm). 

48 

  

Figura 16. Inmunofluorescencia por microscopía confocal del 

citoesqueleto de HABMSCs con tratamiento 2 mM de NiCl2 durante 24 

h. A. Morfología del citoesqueleto de F-actina en células de control. B. 

Las células tratadas con NiCl2 mostraron desintegración de los 

filamentos de F-actina con redondeo celular y alteración general de la 

morfología (flechas blancas). C. Morfología del citoesqueleto de α-

tubulina en células control. D. Las células tratadas mostraron 

desorganización, rotura y fragmentación del citoesqueleto de tubulina 

(flechas blancas). Bar = 20 µm. 

49 

  

Figura 17. Análisis de inmunofluorescencia con microscopía confocal 

para la detección del daño de organelos celulares en HABMSCs 

después del tratamiento con 2 mM de NiCl2 durante 24 h. A. Morfología 

50 



 9 

de núcleos en las HABMSCs control. B. Células con tratamiento que 

muestran cambios en la apariencia de núcleos con fragmentación de 

material nuclear con signos apoptóticos (flechas blancas). C. 

Distribución del retículo endoplásmico en células control. D. Retículo 

endoplásmico en HABMSCs con tratamiento mostrando pérdida de su 

distribución uniforme (flechas blancas). E. Distribución del aparato de 

Golgi en las HABMSCs control. F. Células con tratamiento donde se 

observa pérdida de localización perinuclear del aparato de Golgi 

(flechas blancas). G. Distribución de Lamp-1 en las células control. H. 

HABMSCs con tratamiento mostrando falta de cambios aparentes en la 

distribución de Lamp-1. Bar = 20 µm. 

  

Figura 18. Análisis de los resultados de las pruebas realizadas en orina 

de 24 horas y suero de ratas Wistar (controles y con tratamiento) que 

consumieron los productos de la corrosión de Ni-Ti, liberados por 

biomateriales de uso odontológico (arcos dentales de ortodoncia) 

posterior al envejecimiento in vitro. A. Concentración de creatinina en 

orina. B. Concentración de creatinina en suero. C. Concentración de 

fosfatasa alcalina (ALP) en suero. D. Concentración de alanino-

aminotransferasa en suero.  

51 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 10 

ACRÓNIMOS 
 
ASC. Células madre adultas que son específicas de un tejido (también conocidas 

como células madre somáticas, ASC, adult stem cells, por sus siglas en inglés) que 

aparecen durante el desarrollo fetal y permanecen en el cuerpo durante toda la vida. 

 

CD. Antígenos de diferenciación (CD, cluster differentiation por sus siglas en inglés). 

Son grupos de diferenciación y se refiere a grupos de anticuerpos monoclonales 

que muestran una reactividad similar con ciertas subpoblaciones de antígenos de 

un linaje o etapa de diferenciación celular. 

 
DSC. Células mesenquimales derivadas de tejidos dentales (DSC, por sus siglas en 

inglés: dental stem cells). 

 

EDS-Rx. Análisis de espectrometría de dispersión de energía de Rayos X empleado 

para conocer los elementos químicos que están presentes en una muestra y que se 

realiza mediante un aditamento acoplado a un microscopio electrónico de barrido.  

 

ESC. Células madre embrionarias (ESC, por sus siglas en inglés: embryonic stem 

cells), derivadas de la masa celular interna del blastocisto que se forma antes de la 

implantación en la pared uterina. Conservan la capacidad de dividirse, proliferar y 

proporcionar células progenitoras que pueden diferenciarse en células 

especializadas. 

 

GSCs. Células mesenquimales derivadas de la encía dental (GSCs, gum stem cells, 

por sus siglas en inglés).  

 

HABMSCs. Células mesenquimales derivadas de hueso alveolar humano 

(HABMSCs: human alveolar bone mesenchymal stem cells, por sus siglas en 

inglés). 
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hDPSCs. Células mesenquimales derivadas del tejido pulpar de los órganos 

dentarios (hDPSCs, human dental pulp stem cells, por sus siglas en inglés).  

 
MEB. Microscopio electrónico de barrido (MEB o SEM, por Scanning Electron 

Microscope por sus siglas en inglés), es un tipo de microscopio electrónico capaz 

de producir imágenes de alta resolución de la superficie de una muestra utilizando 

las interacciones electrón-materia. Utiliza un haz de electrones en lugar de un haz 

de luz para formar una imagen.  

 

MSCs. Células madre mesenquimales, (MSCs, mesenchymal stem cells, por sus 

siglas en inglés) también denominadas células estromales multipotentes o células 

estromales mesenquimales. Son células madre adultas no hematopoyéticas 

multipotentes que están presentes en múltiples tejidos, las cuales pueden 

diferenciarse en linajes mesodérmicos.  

 

Ni-Ti. Aleación de Níquel-Titanio empleada para la fabricación de distintos 

dispositivos de uso médico y odontológico.  

 

Ni. Símbolo químico del elemento de la tabla periódica Níquel con número atómico 

28 y peso atómico 58.69 u. 

 

PSC. Células madre pluripotenciales (PSC, pluripotent stem cells, p que pueden dar 

lugar a las diferentes células que se derivan de las tres capas germinales.  

 

SC. Llamadas células madre (stem cells por sus siglas en inglés) y que se 

encuentran relativamente indiferenciadas retieniendo la capacidad de dividirse y 

proliferar a lo largo de la vida posnatal para proporcionar células progenitoras que 

pueden diferenciarse en células especializadas. 
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Ti. Elemento metálico de color gris oscuro con número atómico 22, peso atómico 

47.867 u y gravedad específica 4.5; es utilizado para la fabricación de biomateriales 

de uso médico y odontológico. 
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1. RESUMEN 
Las aleaciones metálicas de Níquel-Titanio (Ni-Ti) son empleadas como 

biomateriales en odontología para fabricar equipos y dispositivos usados en los 

tratamientos de ortodoncia y rehabilitación bucal gracias a sus propiedades de 

memoria de forma, biocompatibilidad, superelasticidad, resistencia a la corrosión, 

dureza y valores mecánicos cercanos al tejido óseo. Dado que se colocan en el 

ambiente de la cavidad bucal, se puede generar un proceso de corrosión y con ello 

promover la liberación de iones como el Níquel, el cual puede ser tóxico, alergénico, 

producir inflamación o y cáncer. Además puede afectar la síntesis de proteínas pues 

induce cambios en la replicación, proliferación y morfología de las células en los 

tejidos afectados y la formación de radicales libres capaces de modificar la 

información genética y la ruptura de los filamentos de actina del citoesqueleto de las 

células. Para determinar esos efectos se deben realizar pruebas de 

biocompatibilidad in vitro e in vivo. El empleo de cultivos primarios con células madre 

mesenquimales de origen dental, representa una opción favorable, ya que al 

ponerlas en contacto con sales de cloruro de níquel emulando una situación real, 

reflejan una condición fisiológica de la respuesta, aprovechando sus propiedades 

de proliferación, autorenovación y diferenciación. Así mismo, el análisis estructural 

de los biomateriales de uso dental ya fabricados, a través de pruebas de 

envejecimiento in vitro con espectrofotometría de absorción atómica y análisis por 

EDS-Rx con microscopía electrónica de barrido, permite identificar sus 

componentes estructurales, tanto en cantidad y tipo, como el tiempo en que son 

liberados. De igual manera, los efectos que provocan los iones liberados por la 

corrosión de biomateriales en un modelo animal, permite identificar sí la cantidad 

liberada puede tener repercusiones hepáticas y renales. 

Palabras clave: Cultivo celular; Células madre; Pluripotencialidad; Corrosión; 

Biocompatibilidad; Biomaterial; Níquel-Titanio; Espectrofotometría de abosción 

atómica; Microscopía electrónica de barrido; Análisis EDS-Rx; Microscopía 

confocal. 
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2. ABSTRACT 

Nickel-Titanium (Ni-Ti) metal alloys are used as biomaterials in dentistry to 

manufacture equipment and devices used in orthodontic treatments and oral 

rehabilitation thanks to their properties of shape memory, biocompatibility, 

superelasticity, resistance to corrosion, hardness and mechanical values close to 

bone tissue. Since they are placed in the environment of the oral cavity, a corrosion 

process can be generated and thus promote the release of ions such as Nickel, 

which has toxic, allergenic, inflammatory and carcinogenic properties, it can also 

affect protein synthesis inducing changes in the replication, proliferation, and 

morphology of cells in affected tissues and the formation of free radicals capable of 

modifying genetic information and the breakdown of actin filaments in the 

cytoskeleton of cells. In vitro and in vivo biocompatibility tests are necessary to know 

these effects. The use of primary cultures with mesenchymal stem cells of dental 

origin to perform these tests represents a favorable option, since when they are put 

in contact with nickel chloride salts, emulating a real situation, they reflect a 

physiological condition of the response, taking advantage of its properties of 

proliferation, self-renewal, and differentiation. Likewise, the structural analysis of the 

biomaterials for dental use already manufactured, through in vitro aging tests with 

atomic absorption spectrophotometry and EDS-Rx analysis with scanning electron 

microscopy, allows us to identify their structural components, both in quantity and 

kind, like the time they are released. In the same way, the effects caused by the ions 

released by the corrosion of biomaterials in an animal model makes it possible to 

identify whether the amount released has liver and kidney repercussions. 

Keywords: Cell culture; Stem cells; Pluripotentiality; Corrosion; Biocompatibility; 

Biomaterial; Nickel-Titanium; Atomic absorption spectrophotometry; Scanning 

electron microscopy; EDS-Rx analysis; Confocal microscopy. 

 
 
 
 
 



 15 

3. INTRODUCCIÓN 
En el campo de la atención médica se emplean equipos, aparatos y 

dispositivos fabricados con aleaciones metálicas como la de Níquel-Titanio (Ni-Ti), 

pues presentan gran biocompatibilidad para su aplicación en los tratamientos de 

áreas como la cardiología y circulación, ortopedia, urología, odontología, entre 

otras1.  

En el área de la odontología se ha incrementado el interés por conocer la 

biocompatibilidad de los biomateriales y aleaciones de Ni-Ti empleados en los 

tratamientos dentales y cuáles son sus repercusiones en el organismo2, ya que se 

busca que no sólo deben soportar agresiones físicas, mecánicas y biológicas para 

su empleo en los tratamientos de ortodoncia y prótesis dental, sino que además 

deben ser compatibles con el medio bucal3.  
 

3.1 Biomateriales 
Los biomateriales usados en la atención médica son materiales artificiales o 

naturales introducidos en los procedimientos terapéuticos o de diagnóstico, que 

están en contacto con tejidos o fluidos biológicos para actuar e interrelacionar con 

los sistemas biológicos para evaluar, tratar, aumentar o sustituir algún tejido, órgano 

o función del cuerpo4-6.  

Un biomaterial se distingue por su biocompatibilidad, que es la capacidad de 

un material para promover una respuesta adecuada del huésped en una situación 

específica. Para ello la Administración de Drogas y Alimentos (FDA) de Estados 

Unidos estableció que para ser considerado biocompatible, un material no debe 

causar daño al paciente. Así, la biocompatibilidad de un dispositivo médico debe 

considerar la compatibilidad biológica de los materiales utilizados, así como su 

diseño y gestión de riesgos, analizando los componentes, procesos de fabricación, 

uso clínico, incluida la ubicación anatómica prevista, y la frecuencia y duración de 

la exposición, debiéndose realizar ensayos de genotoxicidad y carcinogenicidad, 

toxicidad para la reproducción, interacción con la sangre, citotoxicidad in vitro, 

efectos locales después de la implantación, residuos de esterilización, degradación 
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de materiales, irritación y sensibilidad, toxicidad sistémica, preparación de 

muestras, así como la identificación y cuantificación de los productos degradados7,8.   

Para desarrollar nuevos biomateriales, se requiere realizar: 1) Análisis de sus 

propiedades mecánicas, 2) Evaluación de la biocompatibilidad y 3) Alta resistencia 

a la corrosión y al desgaste5,9.   

 

3.2 El fenómeno de la corrosión y los biomateriales 
Dentro de los atributos necesarios para la selección de biomateriales 

elaborados a partir de aleaciones metálicas para su empleo médico-terapéutico, la 

resistencia a la corrosión y al desgaste son aspectos importantes a considerar10,11. 

La corrosión se define químicamente como la destrucción visible de un metal. 

Se debe a las reacciones electroquímicas durante las cuales la superficie de un 

metal se deteriora por la liberación de iones. Este fenómeno es un proceso complejo 

en el que el biomaterial se ve afectado por el entorno químico del cuerpo, donde los 

cambios de pH, fluidos corporales, exposición a procesos celulares etc., logran 

generar la liberación de los elementos iónicos como el Níquel, mismo que puede 

generar efectos biológicos adversos, tales como daño celular debido a la toxicidad, 

alergia, mutagenicidad o carcinogenicidad, lo anterior como producto de una 

exposición prolongada12-15.  

A continuación se explica la clasificación de los tipos de corrosión en metales 

y aleaciones,17.  

 
3.2.1 El ataque uniforme  
Es la forma más común de corrosión. Afecta a todos los metales, aunque a 

diferentes velocidades. El metal experimenta una reacción redox con el entorno 

circundante, y puede no detectarse hasta que gran parte del metal se vea afectado.  
 

3.2.2 La corrosión por picaduras y grietas  
Esta se puede formar en las superficies de los dispositivos que no son 

perfectamente lisos como los aparatos de ortodoncia. En un nivel microscópico, 

pueden exhibir hoyos y grietas. Se cree que estas características aumentan la 
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susceptibilidad a la corrosión debido a su capacidad para albergar microorganismos 

formadores de placa dentobacteriana.  
 

3.2.3 La corrosión galvánica 
Este tipo de corrosión ocurre cuando dos metales se unen y se colocan en 

una solución conductora o un electrolito. Cuanto más electronegativo son los 

metales se convierte en el ánodo; al ser más electropositivo el metal noble se 

convierte en el cátodo. Por lo tanto, el metal más electropositivo se corroe de 

manera preferencial.  
 

3.2.4 Corrosión por fricción  
Esta ocurre en áreas de contacto metálico sujetas a cargas sostenidas. Un 

ejemplo de este tipo de corrosión se presenta en el campo de la ortodoncia en lo 

que se denomina la interfaz archwire/bracket-slot.  

 
3.2.5 Corrosión por estrés 
Los metales generalmente tienen una mayor tendencia a fracturarse bajo 

estrés cíclico repetido (fatiga). Este fenómeno se acelera si la aleación también está 

expuesta a un medio corrosivo; esto se llama fatiga por corrosión. 

 

3.2.6 Corrosión inoculada microbiológicamente 
Los microorganismos y sus subproductos pueden afectar las aleaciones de 

metales de 2 formas: (1) ciertas especies absorben y metabolizan el metal de 

aleaciones, lo que lleva a la corrosión; y (2) los subproductos metabólicos normales 

de otras especies microbianas pueden alterar las condiciones ambientales, lo que 

las hace más conducentes a la corrosión, por ejemplo, al aumentar los niveles de 

acidez locales. 
 

3.3 Pruebas de Biocompatibilidad 
Como se mencion, para emplear nuevos biomateriales en los tratamientos 

médico odontológicos son necesarias pruebas de biocompatibilidad que permitan 

comprender la respuesta biológica de los tejidos y órganos con los que tendrá que 
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interactuar18. Estas pruebas evalúan la capacidad de estos materiales para inducir 

respuestas en los tejidos vivos, la generación de muerte celular, formación de 

tumores, daño genético y posibles respuestas inmunitarias10 .  

Las pruebas de biocompatibilidad comienzan con estudios in vitro, los cuales 

son importantes en el desarrollo del biomaterial para su uso específico. En ellos se 

puede determinar el crecimiento, función, material genético y muerte celular. 

Posterior a este tipo de estudios, le siguen las pruebas realizadas bajo condiciones 

in vivo, donde se emplean animales con similitudes con el organismo humano en 

cuanto a respuestas de los tejidos. Las pruebas en animales se pueden subdividir 

en grupos, como de toxicidad sistémica a corto y largo plazo, de exposición a 

membranas intactas o dañadas y de sensibilización inmune o respuesta ósea. 

También hay pruebas que incluyen mutagenicidad, carcinogenicidad y otras 

condiciones. Posterior a estos estudios, se culmina con investigación de tipo clínico 

que permitirá en un momento dado el uso general del dispositivo elaborado con 

algún biomaterial18,19.  

 

3.4 Biomateriales y su uso en odontología 
El empleo de biomateriales en la odontología se ha incrementado gracias a 

su biocompatibilidad. Se usan para fabricar prótesis dentales, implantes y 

materiales de ortodoncia como arcos, bandas, tornillos y brackets. El empleo de 

biomateriales elaborados con aleaciones de metales nobles, aceros austeníticos, 

aleaciones de cobalto y las de Ni-Ti, sigue siendo el común denominador, se busca 

que su empleo alcance la función terapéutica deseada, sin provocar ningún efecto 

local o sistémico y que generen la respuesta celular o tisular más benéfica 20, 21. 

A pesar de las grandes ventajas que presentan estos biomateriales, la 

corrosión in vivo es una potencial desventaja, ya que son colocados en el ambiente 

bucodental y por lo tanto están sujetos a la acción de factores como la saliva, 

alimentos, fluctuaciones de temperatura, fuerzas de masticación o la misma carga 

de su uso20. 

En general, la corrosión puede causar dos tipos de cambios: 1) reducción de 

las propiedades mecánicas y acortamiento del tiempo de vida del biomaterial usado, 
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y 2) reacciones nocivas para el huésped, tanto locales como sistémicas provocadas 

por los productos de la corrosión. Desde hace algunas décadas, se ha demostrado 

que los iones metálicos pueden ser liberados en cavidad bucal y localizados en 

sangre o suero, orina y otros órganos, así como los tejidos adyacentes. Las 

consecuencias biológicas de esa liberación han sido extensamente estudiadas in 

vitro e in vivo22. 

Las aleaciones de Níquel-Titanio (50% de Níquel-50% de Titanio) son los 

biomateriales empleados en el 70%-80% de los tratamientos dentales. Su uso se 

debe a sus excelentes propiedades como el efecto de memoria de forma, buena 

biocompatibilidad y superelasticidad, con valores mecánicos (módulo elástico y 

resistencia a la compresión) cercanos a los del tejido óseo, así como su resistencia 

a la corrosión y al desgaste10,23. 

Por lo anterior, la condición natural de la cavidad bucal ofrece un ambiente 

ideal para la biodegradación de estas aleaciones de metales, lo que facilita la 

liberación de iones metálicos como el Níquel y Titanio, los cuales pueden causar 

efectos adversos24. 

Se ha reportado que durante los tratamientos odontológicos que emplean 

aleaciones de Ni-Ti, frecuentemente se observan manifestaciones orales como 

glositis, sabor metálico, labios escamosos, eritema multiforme e hipertrofia gingival 

y se han asociado principalmente con los iones de Níquel que son liberados durante 

la exposición a estos dispositivos, ya que se crea un ambiente potencialmente 

corrosivo25.  

El Níquel es el alergeno más conocido además de presentar propiedades 

tóxicas, inflamatorias, mutagénicas y cancerígenas. A pesar de que se considera un 

oligoelemento esencial y que su ingesta diaria es de 200 a 300 µg/día, se ha 

informado que dosis mayores a dicha cantidad podrían ser absorbidos por difusión 

en los canales de calcio y también por fagocitosis, lo cual puede inducir cambios en 

la replicación, proliferación y morfología celular y por tanto afectar a los organelos 

celulares, provocando cambios en la homeostasis celular y la regulación de la 

expresión genética 4,10,22,26-28. 
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3.5 Cultivos celulares para el estudio in vitro de los biomateriales 
La primera etapa en la realización de pruebas de biocompatibilidad para 

evaluar la actividad de un biomaterial se realiza in vitro, donde son evaluadas las 

reacciones celulares de proliferación, homeostasis, daño genético y muerte celular 

posterior a la interacción con los biomateriales. En este proceso, los cultivos 

celulares tienen un papel determinante, pues permiten el aislamiento de un tipo 

específico de células provenientes de tejidos u órganos, para posteriormente ser 

colocadas en un ambiente artificial que favorece su división, crecimiento, 

multiplicación y en algunos casos diferenciación, además que permite estudiar la 

actividad intracelular, los flujos metabólicos, las interacciones con el medio 

ambiente, las interacciones célula-célula, la genética y la generación de metabolitos 

de interés29. 

Es importante mencionar que para realizar las pruebas preclínicas de los 

biomateriales, deben utilizarse cultivos celulares primarios, ya que las líneas 

celulares no pueden mostrar completamente una situación fisiológica real4. Además 

de lo anterior y dado que los tejidos humanos están compuestos por células 

específicas, es necesario considerar el empleo de células de diferentes orígenes y 

con diversas funciones, por lo que se ha sugerido que las células madre, que tienen 

propiedaes como la plasticidad y pluripotencialidad, se pueden considerar como las 

candidatas ideales para ser usadas en las pruebas de biocompatibilidad30-32.  
 

3.6 Las Células Madre: concepto y clasificación 
Las células madre son células no especializadas del cuerpo humano, 

presentes a lo largo de toda la vida, desde la etapa embrionaria del desarrollo hasta 

la edad adulta. Este tipo de células puede diferenciarse en cualquier tipo de célula 

de un organismo, se autorenuevan y sirven de base para todos los tejidos y 

órganos32,33.  

Por su origen, se pueden clasificar en dos categorías a saber: las células 

madre embrionarias (células ES) y células madre postnatales o adultas (células AS). 

Por lo que corresponde a las células madre embrionarias, éstas se obtienen del 
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interior del blastocisto (embrión de etapa temprana, de dos semanas de edad que 

consta de 50-150 células) de la etapa posterior a mórula. Estas células forman las 

tres capas embrionarias (ectodermo, endodermo y mesodermo), y son capaces de 

desarrollar más de 200 tipos de células34,35.   

Por su capacidad para diferenciarse se pueden clasificar en: 1) Totipotentes, 

que pueden ser implantadas en el útero y dar lugar a un organismo completo; 2) 

Pluripotentes, pueden dar lugar a cada tipo de células de un organismo, excepto 

tejidos extraembrionarios como la placenta; 3) Multipotentes, son células madre 

adultas que sólo generan linajes específicos de células. A este grupo pertenecen 

las células madre de adultos; 4) Células madre pluripotentes inducidas (iPS), son 

células somáticas a las que se le introducen los genes Oct-4, Sox2, c-Myc y Klf4el, 

con la capacidad de ser similares a las embrionarias34,36.  

Las células madre adultas, conocidas como células madre mesenquimales 

(MSCs), a pesar de tener plasticidad reducida, representan una fuente prometedora 

para su aplicación en el campo médico-clínico. Se ha establecido que tienen origen 

en la médula ósea pero se ubican en el estroma, son no hematopotéticas y se 

encuentran en un nicho perivascular, con capacidad de autorrenovación, son 

adherentes, con morfología fibroblastoide y capaces de diferenciarse a células de 

origen mesodérmico como osteoblastos, condrocitos y adipocitos37,38.   

 
3.7 Fuentes de obtención de MSCs 

La fuente principal de obtención de las células madre mesenquimales es a 

partir de la médula ósea; sin embargo, es posible encontrar otras fuentes como el 

páncreas, cerebro, pulpa dental, placenta, tejido adiposo, folículo piloso, membrana 

sinovial, ligamento periodontal, sangre periférica, endometrio y cordón umbilical38-

40.   

Para considerarlas células madre derivadas del mesénquima, en 2006 la 

Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) estableció los siguientes criterios: 

1) Adherencia al plástico in vitro. Capacidad que no presentan las células madre 

hematopoyéticas. 2) Inmunofenotipo: expresan los siguientes marcadores de 

superficie celular como el CD73, CD90, y CD105 y la ausencia de los marcadores 
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CD45 y CD34, CD14 y CD11b, CD79a, CD19 y HLADR; 3) Limitada Plasticidad: 

Capacidad de diferenciación a tres linajes celulares tales como osteoblastos, 

condroblastos y adipocitos in vitro bajo condiciones estándar de cultivo41-43.  

Las MSCs están presentes en todos los tejidos del cuerpo humano, aunque 

su número es limitado, no se dividen en circunstancias normales ya que están 

inactivas, sin embargo, al presentarse un daño o lesión tisular, actúan dividiéndose 

y diferenciándose, ya que su principal función consiste en la reparación44. 

Debido a sus diversas ubicaciones dentro del cuerpo humano, obtener y 

aislar el MSCs no es una tarea fácil, principalmente por las complicaciones que 

pueden traer consigo, por lo que es necesario identificar aquellas fuentes que 

permitan ser menos invasivas y garantizar su capacidad de proliferación. Por lo 

anterior, actualmente los tejidos de origen dental se consideran una fuente efectiva 

y de fácil acceso para la obtención de MSCs45, que para el caso se han denominado 

colectivamente Células Madre Dentales (DSCs por sus siglas en inglés)46,47. 
 

3.8 Células Mesenquimales derivadas de los tejidos dentales (DSCs) 
En los últimos años, diversos tipos de células madre adultas han podido ser 

aisladas de los tejidos de la cavidad bucal46,48-53, entre ellas están: las células madre 

de pulpa dental (hDPSCs), Células madre gingivales (GSCs), Células madre de 

dientes deciduos exfoliados (SHED), Células madre del ligamento periodontal 

(PDLSCs), Células madre progenitoras del folículo dental (DFPCs), Células madre 

de la papila apical (SCAPs), Células madre de hueso alveolar (HABMSCs) y Células 

madre de pulpas dentales natales (NDP-SC). 

A través de las investigaciones realizadas, se ha observado que las DSCs 

son poblaciones celulares similares a las MSCs, además que dado sus orígenes 

ectomesenquimales, pueden mostrar características tanto del mesodermo como del 

ectodermo. Este hecho es muy importante, ya que la asociación células 

mesenquimales y epiteliales es necesaria para regenerar o construir un nuevo 

diente46. Es un hecho relevante mencionar que las DSCs presentan capacidad de 

autorenovación y potencial de multidiferenciación, pudiendo diferenciarse a tejido 

osteoblástico, odontogénico, dentinogénico, cementogénico, adipogénico, 
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condrogénico, miogénico y neurógeno y mantienen sus propiedades multipotentes 

después de la crioconservación a corto y largo plazo54. 

 
4. JUSTIFICACIÓN 

El empleo de biomateriales fabricados con aleaciones de metales para la 

elaboración de dispositivos y materiales de uso médico-odontológico, requieren de 

una evaluación previa que permita estimar su biocompatibilidad. Estas pruebas se 

llevan a cabo con el propósito valorar la susceptibilidad que presentan ante los 

procesos de corrosión, dado que son colocados en ambientes orgánicos y en 

contacto con fluídos, células y tejidos desencadenando la liberación de iones 

metálicos que pueden tener un efecto toxicológico local o sistémico.  

El tipo de aleaciones que más se usan en el campo odontológico sobre todo 

en las áreas de ortodoncia y prostodoncia, son las de Níquel-Titanio (Ni-Ti), las 

cuales y a pesar de sus propiedades favorables y recomendaciones para su uso, no 

las excluye de que puedan sufrir procesos de corrosión, lo que trae consigo la 

liberación de iones como el Níquel, considerado un elemento generador de 

reacciones alergénicas, inflamatorias, inmunológicas o incluso cancerígenas.  

Debido a las afecciones clínicas de las afecciones producidas por el contacto 

prolongado con los productos de la corrosión de estos materiales se requiere 

profundizar en el conocimiento que permita describir y analizar su nivel de 

biocompatibiliad y de qué manera afectan los productos liberados como radicales 

libres que entran en contacto directo con los nichos celulares en los diversos tejidos 

de la cavidad bucal, afectando su viabilidad, proliferación y expresión genética. 
 
 

5. HIPÓTESIS  
 

Los productos de la corrosión de la aleación Ni-Ti derivados de los biomateriales 

usados en los tratamientos odontológicos, modifican la capacidad de proliferación, 

viabilidad y expresión genética de las células humanas.   
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6. OBJETIVOS  
 

6.1 Objetivo General: 
 

Determinar la reacción y efecto de células humanas en cultivo ante los productos 

de corrosión derivados de la aleación de Níquel-Titanio (Ni-Ti) de biomateriales 

empleados en tratamientos odontológicos.    

 

6.2 Objetivos Específicos:  
 

• Establecer un cultivo de células pluripotenciales a partir de células de pulpa 

dental humana. 

• Obtener productos de la corrosión de aleaciones de Ni-Ti de biomateriales 

empleados en tratamientos odontológicos.  

• Describir el efecto de los productos de la corrosión de la aleación de Ni-Ti 

sobre la viabilidad, proliferación y expresión genética de células humanas en 

un cultivo. 

• Describir en un modelo animal (rata Wistar), el efecto que presentan los 

productos de la corrosión de la aleación de Ni-Ti de los biomateriales 

empleados en tratamientos odontológicos.    

7. METODOLOGÍA 

7.1 Diseño del estudio para la obtención de células mesenquimales de 
tejidos dentales humanos 

El presente trabajo se desarrolló en el Laboratorio de Biología Celular y 

Tisular del  Departamento de Morfología de la Universidad Autónoma de 

Aguascalientes (U.A.A.) y fue aprobado por el Comité Institucional de Biotética de 

la propia institución. Se trata de un estudio de tipo básico-experimental, transversal 

y analítico, donde se emplearon cultivos primarios de células mesenquimales de 

tejidos dentales humanos (DSCs) obtenidas bajo consentimiento informado departe 

de 10 donadores entre 16 a 24 años de ambos sexos y que fueron atendidos por 
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tratamiento de cirugía de terceros molares en la clínica dental de la Unidad 

Biomédica de la U.A.A. 

 
7.2 Establecimiento de los cultivos celulares primarios 
Se establecieron cultivos celulares primarios a partir de tejido de pulpa dental, 

tejido gingival y cresta ósea alveolar. Para la obtención del tejido pulpar y después 

del procedimiento quirúrgico, los terceros molares se lavaron en solución salina al 

0.9% con 1,2 mg/ml de clindamicina y fueron transportados a 4 °C en medio 

completo compuesto de Dulbecco's Modified Eagle's Medium-low glucosa (DMEM) 

(Gibco®, USA), 15% de suero bovino fetal (SBF) (Gibco®, USA), 1% de antibióticos 

Penicilina-Estreptomicina (GIbco®, USA) y 1% de anfotericina B (GIbco®, USA)53. 

Los molares fueron lavados 3x con PBS pH 7,4 (Gibco®, USA) suplementado con 

antibióticos55. El tejido pulpar se obtuvo realizando cortes con disco de diamente 

estéril y micromotor de baja velocidad e irrigación constante a nivel de la unión 

amelocementaria de la corona clínica de los órganos dentales accediendo a la 

cámara pulpar quedando el tejido pulpar expuesto para poder retirarlo56.  

El tejido gingival se obtuvo producto de las cirugías dentales realizadas, 

donde previo a la sutura, se realizó una gingivoplastía que permitió la obtención del 

tejido, aplicándosele lavado con solución salina con clindamicina y transportado a 4 

ºC en medio DMEM/15% SBF y 1% de antibióticos para su procesamiento.  

Para la obtención de muestras de tejido de cresta alveolar ósea, durante la 

realización de las cirugías y previo a suturar, se realizó una alveoloplastía y se 

obtuvieron porciones de tejido óseo, a los cuales se les aplicó el mismo tratamiento 

que al tejido gingival.  

Las muestras de los diferentes tejidos se maceraron en porciones de 

aproximadamente 1 mm3 y se les aplicó un procedimiento de digestión enzimática 

con 2 mg/ml de sal disódica de ácido etilendiaminotetraacético dihidrato (EDTA) 

(Affymetrix USB Products, USA)/PBS durante 10 minutos a 37ºC.  Se centrifugaron 

a 1000 g durante 5 minutos y se incubaron posteriormente con 333 mg/μl de 

Colagenasa Tipo I (Gibco®, USA) por 30 minutos57. Posterior a centrifugar a 1000 

g por 5 minutos, se sembraron en medio completo en placas de cultivo de 35 mm y 
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se incubaron a 37 °C en CO2 al 5%. El cambio de medio se realizó 2 ocasiones por 

semana hasta alcanzar confluencia >80%58. Los cultivos de los diferentes tipos de 

céulas se observaron a las 48 h, 72 h, 96 h y 120 h, utilizando un microscopio óptico 

invertido (Zeiss, Primo star, Germany) y las imágenes fueron capturadas por el 

software AmScope (Versión: x64, 3.7.7303). 

 
7.3 Inmunofenotipificación de las células mesenquimales de pulpa 

dental, encía y cresta ósea alveolar 
El origen mesenquimal de las células se evaluó por inmunocitofluorescencia, 

utilizando los siguientes anticuerpos39: CD40 (conjugado de fluoresceína anti-CD40 

humana (ratón), Calbiochem®, USA, dilución: 1:10), CD44 (CD44 antihumano de 

ratón FITC, BD Pharmingen ™, USA, dilución: 1:20) y CD105 (CD105 antihumano 

de ratón PE, BD Pharmingen ™, dilución: 1: 6). A partir del cuarto pase, las células 

se sembraron en cámara Lab-Tek de 8 pocillos (Thermo-Scientific, USA) y al 

alcanzar confluencia fueron fijadas, se bloquearon sitios de unión no específicos y 

se lavaron 3 ocasiones con PBS59. A continuación, las muestras se incubaron con 

los anticuerpos CD40, CD44 y CD105 respectivamente, durante 12 h a 4 ºC en 

oscuridad.  

Las muestras se contratiñeron con 2 µg/ml de Hoechst (Molecular Probes, 

USA) por 15 minutos, se lavaron tres ocasiones y se montaron con ProLong Gold 

(Invitrogen, USA). Las imágenes se obtuvieron con microscopio invertido confocal 

LSM700 Carl Zeiss Axio Observer Z1; Objetivo: ECPlnN 40x / 1.3 Oil DICIII, a una 

resolución de 0.26μm; Optovar 1x; Nene. revista 400x, siendo procesado en el 

software ZEN Black 2.3 SP1.  

En las células de pulpa dental humana se realizó el análisis de la expresión 

de marcadores de mesenquimalidad por RT-PCR y PCR punto final. Se aisló el RNA 

total de 5 muestras de hDPSCs utilizando TRIzol (TRIzol™, USA) según el protocolo 

del fabricante60. La síntesis de ADN complementario (ADNc) se obtuvo con el 

reactivo de transcriptasa inversa (Life Technologies™, USA). El ADNc obtenido se 

cargó en gel de agarosa al 1,6% mediante tinción de bromuro de etidio (EtBr) 0,5 
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µg/ml. Los primers para la detección de marcadores de mesenquimalidad61 

utilizados, se presentan en la Tabla 1. Se utilizó el GAPDH como gen constitutivo.  

 

Tabla 1 
Descripción de los primers utilizados para la fenotipificación  

de las células de pulpa dental humana. 
 

GEN GENE ID PRIMERS 5’ → 3’ Tm Producto de PCR (pb) 
CD14 929 

F: GACCTAAAGATAACCGGCACC 
R: GCAATGCTCAGTACCTTGAGG 60 161 

CD34 947 F: CACAGGAGAAAGGCTGGG 
R: CGTGTTGTCTTGCTGAATGG 58 179 

CD44 960 
F: CAACACAAATGGCTGGTACG 
R: GTGTGGTTGAAATGGTGCTG 60 153 

STRO-1 683 F: CAGGCACTCTATTCCCAGAG 
R: TCTGTCGACACCAGCTCAAG 60 149 

 
 

7.4 Ensayo de proliferación celular 
En los diferentes tipos de células se realizó el recuento celular hasta alcanzar 

confluencia de ~ 80% a los 28 días. La prueba de proliferación celular se realizó por 

ensayo de exclusión de colorante vital62 y el recuento se realizó mediante 

hemocitómetro siguiendo el método Strober63, hasta alcanzar el pase 3.  

Así mismo, se utilizó el ensayo MTT (Roche, Germany) descrito por 

Mosmann64. El ensayo de proliferación celular se realizó cada 24 horas hasta 

alcanzar 120 horas y de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las lecturas 

se cuantificaron mediante absorbancia con lector de placas (Bio-Rad, USA) con un 

filtro de 570 nm. Todas las mediciones se realizaron por triplicado, analizados y 

comparados estadísticamente con su control usando la prueba de comparación 

múltiple de Tukey’s.  

 
7.5 Evaluación de la capacidad pluripotencial de diferenciación de las 

células mesenquimales obtenidas a partir de tejidos dentales humanos 
Las muestras de hDPSCs fueron inducidas a diferenciación de linaje 

osteoblástico mediante el empleo de medio de cultivo inductor compuesto por 
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DMEM completo, 0.01 mM de dexametasona, 50 µM de ácido ascórbico y 10 mM 

de β-glicerofosfato (Sigma Aldrich, USA) por un periodo de 21 días, haciendo 

cambio de medio de cultivo dos veces por semana65.  

Se llevo a cabo la diferenciación de hDPSCs hacia un linaje ameloblástico. 

Se procesaron geles de Matríz Extracelular (MEC) de piel de cerdo y tendón de cola 

de rata por digestión con método ácido66, considerados andamios naturales por su 

contenido de proteoglicanos y diversas proteínas como la vimentina y varios tipos 

de colágena que promueven la proliferación y diferenciación celulares67,68. Se 

trataron cajas de cultivo por un periodo de 14 días.  Se sembraron 1X106 celulas 

hDPSCs en las cajas tratadas por un periodo de 21 días en medio DMEM completo 

para inducir la diferenciación. Se realizó cambio de medio 2 ocasiones por semana 

hasta alcanzar confluencia.  

Se realizó la diferenciación de células mesenquimales de tejido gingival 

(GSCs) a linaje osteoblástico por medio la inducción con geles de MEC de vesícula 

biliar e intestino delgado de cerdo obtenidas por liofilización69,70 con los que se 

realizó el tratamiento de cajas de cultivo por 14 días. Se sembraron 1X106 celulas 

GSCs en las cajas tratadas por un periodo de 21 días en medio DMEM completo 

para inducir la diferenciación. Se realizó cambio de medio 2 ocasiones por semana 

hasta alcanzar confluencia.  

En los diversos tipos de geles se realizó la cuantificación del componente 

protéico mediante método Bradford71.  

 

7.5.1 Diferenciación osteoblástica 
La diferenciación hacia linaje osteoblástico se demostró por el 

reconocimiento de la fosfatasa alcalina (ALP), la producción de fosfato de calcio 

empleando las tinciones de Von Kossa y rojo Alizarina. Después de 21 días de 

cultivo, se realizaron 3 lavados con PBS y se fijaron.  

Para la tinción de ALP se incubaron en oscuridad con BCIP-NBT (5 -bromo-

4-cloro-3-indolil fosfato/nitro azul tetrazolio) (Sigma-Aldrich, USA) y se contratiñeron 

con Hematoxilina de Mayer (Sigma-Aldrich, USA).  
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Para la tinción de Von Kossa, las células se tiñeron con 0,5 ml de solución de 

nitrato de plata al 3% (Sigma-Aldrich, USA) bajo una fuente de luz de 70 watts, 

añadiéndose posteriormente tiosulfato de sodio al 5% (Sigma-Aldrich, USA) y se 

contratiñeron con Hematoxilina de Mayer.  

Para la tinción de rojo Alizarina las células se tiñeron con Alizarin Red S al 

2% (Sigma-Aldrich, USA) y se contratiñeron con Hematoxilina de Mayer72-74. Todas 

las muestras se observaron en microscopio óptico invertido. 

 
7.5.2 Diferenciación ameloblástica  

La diferenciación del linaje ameloblástico en las hDPSCs se realizó mediante 

la detección de las proteínas de esmalte: amelogenina, ameloblastina, enamelisina, 

tuftelina y parvalbúmina por ensayo de inmunofluorescencia.  

Del total de células tratadas con geles de MEC, se sembraron 1x106 células 

por pocillo en cámara Lab-Tek de 8 pocillos hasta alcanzar ~ 80% de confluencia. 

Se realizó la fijación y se bloquearon sitios de unión no específicos.  

Para la detección de proteínas del esmalte, las muestras se incubaron 

durante la noche a 37 °C con los anticuerpos primarios enumerados en la Tabla 2. 

A esto le siguió la incubación con los anticuerpos secundarios con Alexa Fluor 488 

(Molecular Probes, USA) y Alexa Fluor 594 (Molecular Probes, USA).  

Todas las muestras se sometieron a contratinción nuclear y se montaron. Las 

imágenes se obtuvieron utilizando microscopio confocal. Los controles en este 

experimento se establecieron con hDPSC sin tratamiento de diferenciación.   

 
7.6 Obtención de los productos de la corrosión de Níquel-Titanio (Ni-Ti) 

de biomateriales usados en el área de odontología 
En 50 ml de solución salina al 0.9% se sometieron a envejecimiento in vitro 

Arcos Dentales para Ortodoncia nuevos de marca comercial Highland Metals 

Incorporated con las siguientes características: Heat activated NiTi Arches; Size: 

.019x.025; Form: Natural; REF: 11219251124; LOT: 614186, para conocer la 

cantidad de iones de Níquel y de Titanio liberados.  
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Tabla 2 
Relación de Anticuerpos primarios y su dilución  

empleados para la detección de las proteínas de esmalte 

 
Anticuerpo primario Dilución 

Anti-AMELX. Rabbit polyclonal (ABCAM, USA) 1:25 

Anti-MMP20 (EP-1275Y). Rabbit monoclonal (ABCAM, USA) 1:25 

Parvalbumin. Rabbit Polyclonal (Invitrogen, USA) 1:25 

TUFT1. Rabbit Polyclonal (Invitrogen, USA) 1:100 

Ameloblastin (H300) Rabbit polyclonal (Santa Cruz Biotechnology, 

USA) 

1:200 

 
 

Se formaron dos grupos tomando como base el pH de la solución: Grupo 1: 

pH 7.12 (fisiológico) y Grupo 2 pH 4.2 (emulación de pH ácido en cavidad bucal por 

la producción de ácidos por la actividad bacteriana)75-78.  

De igual manera se establecieron los controles de calidad para la lectura 

(solución estándar y solución fortificada).  

Previo a desarrollar el proceso de envejecimiento, se pesaron las muestras 

de arcos dentales y se les aplicó tratamiento recomendado por la Sociedad 

Americana para Metales y Aleaciones con el propósito de evaluar los procesos de 

liberación de metales78-80. Además se realizó el análisis de la superficies de los 

arcos bajo Microscopio Electrónico de Barrido (MEB) (JEOL LV, Japan), así como 

el análisis de los componentes químicos mediante el analizador Espectrómetro de 

Energía Dispersiva de Rayos X (EDS Rx) acoplado al MEB75-77,81,82.  

Se realizaron lecturas de los diferentes grupos de arcos en proceso de 

envejecimiento a los 7, 14, 21 y 28 días para conocer la cantidad de iones de níquel 

y titanio liberados usando un espectofotómetro de absorción atómica (Perkin Elmer 

Mod PinAAcle 900 H, USA). 
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Se realizó un comparativo con arcos dentales usados por pacientes durante 

28 días en cavidad bucal mediante análisis por MEB y EDS Rx.  

 
7.7 Evaluación del efecto del Cloruro de Níquel (NíCl2) sobre células 

humanas en cultivo 

Dentro de las pruebas para evaluar la biocompatiblidad de los biomateriales 

se encuentran las iniciales o primarias que incluyen pruebas de citotoxicidad donde 

se ponen en contacto los biomateriales o sus productos con células vivas. Para 

evaluar el efecto citotóxico, los cultivos celulares obtenidos cresta ósea alveolar por 

su relación en una condición in vivo con los biomateriales de uso odontológico, a 

partir del pasaje 4 se sometieron a la exposición del reactivo Nickel (II) chloride 

hexahydrate (Sigma Life Science, USA) a una concentración de 50 ppm (0.2 mM) 

durante 24 horas83,84.  

 
7.7.1 Efecto citotóxico del NiCl2 a través del ensayo de liberación de 

lacatato deshidrogenasa (LDH) 
Se realizó la siembra de 5x104 de células de cresta ósea alveolar en 250 µl 

de medio completo en placas de 48 pozos. En los cultivos confluentes se les colocó 

el reactivo Nickel (II) chloride hexahydrate (Sigma Life Science, USA) a 

concentraciones de 0.5 mM, 0.1 mM, 0.05 mM y 0.01 mM y a diferentes tiempos 

(12, 24, 48 y 72 horas)84.  

Se realizó la observación de los cambios morfológicos al microscopio óptico 

que presentaron las células a los diferentes tiempos. El daño celular fue 

determinado por la liberación de LDH85,86 usando LDH-Cytotoxicity Assay Kit II 

(Biovision, USA) de acuedo con las instrucciones del fabricante. La absorbancia fue 

medida a través de densidad óptica de 495 nm usando un lector de placas (Bio-Rad, 

USA). Se empleó un control background (medio de crecimiento) y control de lisis 

con tratamiento de Tritón X-100 (Sigma Life Science, USA) para calcular el 

porcentaje de LDH liberado al medio.  

Todas las muestras se analizaron por triplicado y se aplicaron pruebas 

estadísticas para encontrar diferencias estadísticamente significativas.  
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7.7.2 Evaluación de cambios morfológicos en células mesenquimales 
de cresta ósea alveolar humana (HABMSCs) por exposición a NiCl2  

Las HABMSCs se sembraron en una cámara Lab-Tek de 8 pocillos hasta 

alcanzar ~ 80% de confluencia. Se trataron con NiCl2 durante 24 horas a una 

concentración de 2 mM (500 µg/ml)83,84. Las muestras se fijaron y se deshidrataron 

con concentración creciente de etanol (60%, 70%, 80%, 90%, 96% y 100%), 

incubándose cada concentración. durante 10 min. Finalmente, las muestras se 

trataron con CO2 en el punto crítico superior87 y se recubrieron con 10 Å de oro.  

El efecto se analizó mediante MEB. Además se evaluaron los efectos en el 

citoesqueleto de actina, tubulina y organelos celulares por ensayo de 

inmunofluorescencia. Las células se fijaron y se bloquearon sitios inespecíficos y se 

incubaron con anticuerpos primarios durante 12 h a 4ºC y protegidas de la luz.  

El citoesqueleto de actina se marcó empleando faloidina marcadacon Alexa 

Fluor® 488, dilución 1: 300 (Molecular Probes™, USA); la tubulina se marcó  con 

anticuerpo anti-alfa tubulina, dilución 1: 250 (Invitrogen™, USA). Para el retículo 

endoplásmico (ER) con Anti-proteína disulfuro isomerasa, dilución 1:200 

(ThermoFisher, USA); para lisosomas con anti-Lamp-1, dilución 1:375 (Santa Cruz, 

USA). A esto le siguió la incubación con el anticuerpo secundario anti-IgG de ratón, 

dilución 1:800 (ThermoFisher, USA.) para la identificación de tubulina y Lamp-1. 

Para la detección del aparato de Golgi (GA), se usó Cell Light ™ Golgi-RFP, dilución 

1: 200 (Molecular Probes™ USA) en medio de crecimiento y se aplicó directamente 

a las células vivas durante 2 h. A todas las muestras se les aplicó contratinción 

nuclear.  

El efecto de la apoptosis se analizó mediante criterios morfológicos de los 

núcleos celulares. Para ello, las células se fijaron con acetometanol (acetona-

metanol 1:1) durante 4 h a 4ºC, se tiñeron con Hoechst 33342 y se incubaron en la 

oscuridad durante 15 min a 37ºC88,89. 

Todas las muestras se montaron y observaron bajo microscopio confocal. 
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7.8 Evaluación del efecto de los productos de la corrosión de Ni-Ti 
liberados de biomateriales usados en el área de odontología en un Modelo 
Animal (Rata Wistar) 

Para observar los efectos toxicológicos que pueden tener los productos de la 

corrosión de Ni-Ti liberados por biomateriales de uso odontológico (arcos de 

ortodoncia) posterior al envejecimiento in vitro, se realizó un estudio agudo 

empleando 10 Ratas Wistar Macho de 120 gramos, divididas en dos grupos (control 

y con tratamiento).  

Al grupo de tratamiento se le proporcionó como agua de beber ad libitum la 

solución salina con los productos de la corrosión liberados de los arcos dentales a 

estimar mediante análisis con espectofotómetro de absorción atómica. Al grupo 

control se les proporcionó únicamente solución salina al 0.9%. El consumo del 

líquido en ambos casos, se proporcionó por 3 días continuos.  

Se realizó la evaluación de posible daño renal mediante la afectación de la 

excresión de creatinina, para lo cual se recolectó orina de 24 horas. Se realizó el 

sacrificio de los animales y se obtuvieron muestras de sangre tanto del grupo de 

tratamiento como de las de control y se realizaron pruebas con kits diseñados para 

la determinación en suero de creatinina, fosfatasa alcalina y alanina 

aminotransferasa (Bio-Systems, Spain) que reflejan daño hepático y renal. Los 

procedimientos se realizaron de acuerdo a las especificaciones del fabricante.  

 
7.9 Métodos estadísticos 

GraphPad Prism 8.0 fue el software usado para evaluar los datos 

cuantitativos en este estudio. Todos los experimentos fueron realizados por 

triplicado y las gráficas muestran los promedios y desviaciones estándar. La 

presencia de diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05)* (P ≤ 0.001)*** 

en los resultados del ensayo MTT fueron analizados y comparados con sus 

controles usando la prueba de comparación múltiple de Tukey’s. El ensayo de 

Liberación de LDH se evaluó usando la prueba de comparación múltiple ANOVA de 

dos vías y comparación múltiple de Tukey’s (P ≤ 0.05)*. 
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8. RESULTADOS 
 

8.1 Características de los pacientes donadores 
Los donadores que participaron en este estudio, fueron pacientes atendidos 

por cirugía de terceros molares en la Unidad Biomédica de la UAA. De éstpos el 

40% fueron del género femenino, en tanto que el 60% fueron masculinos y sus 

edades flucturaron entre los 16 y 24 años (Figura 1).  

 

 
 

Figura 1. Distribución por género de los pacientes donadores de terceros molares. 

 
8.2 Establecimiento de los cultivos celulares primarios 
El comportamiento in vitro de las células mesenquimales derivadas de pulpa 

dental, tejido gingival y cresta ósea alveolar en cultivo primario aisladas, formaron 

colonias adherentes a partir de las primeras 24 horas de cultivo. Las células aisladas 

mostraron una morfología elongada, y estrellada, con contornos poligonales,  

fusiformes y agrupados en colonias. A partir de las 72 horas de ser cultivadas, se 

observaron poblaciones celulares más homogéneas, con características 

semejantes a fibroblastos con extensiones citoplasmáticas, núcleos ovalados y 

ubicados en la parte central. Como se muestra en la Figura 2, los diferentes cultivos 

celulares alcanzaron una confluencia >80% a los 28 días posteriores a su 

establecimiento. 

 

 

 

40.00%  Female
60.00%  Male



 35 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Cultivos celulares con >80% de confluencia posterior a 28 días de 

establecimiento (20X). A. Células de tejido pulpar (Bar=250 µm). B. Células de  

tejido gingival (Bar=250 µm). C. Células de cresta ósea alveolar (Bar=300 µm). 

 
8.3 Inmunofenotipificación 
El análisis del fenotipo de mesenquimalidad quedó demostrado por el ensayo 

de inmunocitofluorescencia en las células de tejido pulpar, gingival y de cresta ósea 

alveolar, ya que expresaron la presencia de los marcadores de superficie: CD40, 

CD44 y CD105 (Figura 3). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3. Inmunocitofluorescencia con la expresión de Marcadores de 

Mesenquimalidad en las células de pulpa dental, tejido gingival y de cresta ósea 

alveolar. A, D, G. CD-40 con FITC-Hoechst; B, E, H. CD-44 con FITC-Hoechst; 

C,F,I, CD-105 con Alexa 568-Hoechst. (Bar=50 µm). 
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Asimismo, y como se observa en la Figura 4, en el ensayo de RT-PCR 

realizado a las células de pulpa dental se observó la expresión de los marcadores 

CD14, CD44 y STRO-1. Un resumen de los resultados obtenidos se muestra en la 

Tabla 3 (Kanafi et al., 2013) 90. 
 

 
 

Figura 4. RT-PCR. Análisis de expresión de CD de marcadores de 

pluripotencialidad (CD44, STRO-1, CD34, CD14) en muestras de células de tejido 

pulpar. El GAPDH se utilizó como gen constitutivo. S = Muestras. C (-) = Control 

negativo. 
 

Tabla 3 
Resultados de la expresión de genes de los marcadores de superficie (CD) de 

mesenquimalidad en las células de pulpa dental (hDPSC) mediante RT-PCR. (+) 

Marcador positivo para hDPSC. (-) Marcador negativo para hDPSC. (S) Muestra. 
 

CDs 
Marcador esperado 
(Kanafi et al., 2013)90 

S1 S2 S3 S4 S5 

CD14 - + + + + + 
CD34 - + - - - - 
CD44 + + + + - + 

STRO-1 + + + + + + 
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8.4 Ensayo de proliferación celular 
El recuento celular a través de ensayo de exclusión de colorante vital se 

realizó en los cultivos a partir del pase 0 hasta el pase 3 en 3 muestras diferentes 

de células pulpares, gingivales y de cresta ósea alveolar que alcanzaron una 

confluencia relativamente superior al 80% en un período de 28 días de cultivo in 

vitro. El crecimiento celular observado por la curva de crecimiento mostró un 

comportamiento normal y estable en las fases de latencia, logarítmica y 

estacionaria. Como se muestra en la Figura 5, se observa el comportamiento de la 

proliferación celular de las células de pulpa dental y de cresta alveolar ósea 

evaluada mediante el ensayo MTT, donde se observó que las tasas de crecimiento 

en los diferentes cultivos fueron en aumento durante el periodo de seguimiento de 

acuerdo a la prueba de comparación múltiple de Tukey’s (p <0,05) * (p<0,001) ***. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5. Ensayo de proliferación celular por MTT con un seguimiento de 24, 48, 

72, 96 y 120 horas. A. Células mesenquimales de pulpa dental humana (hDPSCs). 

B. Células mesenquimales de cresta alveolar humana (HABMSCs). Los recuentos 

se realizaron por triplicado y se muestra la desviación estándar de los mismos. (p ≤ 

0,05) * (p≤ 0,001) ***. 
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8.5 Evaluación de la capacidad pluripotencial de diferenciación de las 
células mesenquimales obtenidas a partir de tejidos dentales humanos 
 

8.5.1 Diferenciación osteoblástica  
Con el empleo del medio osteodiferenciador, se logró inducir un proceso de 

diferenciación de las células mesenquimales derivadas de pulpa dental hacia un 

linaje osteoblástico posterior al tratamiento durante 21 días, realizando cambio de 

medio en dos ocasiones por semana. Como se demuestra en la Figura 6, posterior 

al tratamiento y con la aplicación de la tinción de la fosfatasa alcalina (ALP), se 

observó la actividad enzimática con la presencia de fosfatos en color morado lila. 

De igual manera con las tinciones de rojo de Alizarina y Vonkossa, se mostró la 

detección de sales de calcio, las cuales se tiñeron en color rojo y café oscuro 

respectivamente. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.  Diferenciación osteoblástica de hDPSCs demostrada con los métodos de 

tinción de Fosfatasa Alcalina (ALP), Rojo de Alizarin y Vonkossa. B. Tinción del 

incremento de la actividad enzimática de la fosfatasa alcalina (flechas negras) (20X) 

(Bar=400 μm). D. Presencia de cristales de calcio a través de la tinción de Alizarin 

Red S (flechas negras) (20X) (Bar=100 μm). F. Presencia de cristales de calcio 

mediante la tinción de Vonkossa (flechas negras) (20X) (Bar=100 μm). (A, C, E) 

Controles.  
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Empleando placas de cultivo forradas con Matriz Extracelular de cerdo, se 

obtuvo la diferenciación de GMSCs hacia un linaje osteoblástico, donde se demostró 

a través de tinciones, la presencia de cristales de fosfato y de calcio 

respectivamente (Figura 7).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.  Diferenciación osteoblástica de GMSCs demostrada con los métodos de 

tinción de Fosfatasa Alcalina, Rojo de Alizarin y Vonkossa. B. Tinción del incremento 

de la actividad enzimática de la fosfatasa alcalina (flechas negras) (20X) (Bar=300 

μm). D. Presencia de cristales de calcio a través de la tinción de Alizarin Red S 

(flechas negras) (20X) (Bar=300 μm). F. Presencia de cristales de calcio mediante 

la tinción de Vonkossa (flechas negras) (20X) (Bar=200 μm). (A, C, E) Controles. 

 

8.5.2 Diferenciación ameloblástica 
La capacidad pluripotencial de las hDPSCs para dar origen a células de 

diferente origen embrionario, además de las propias del mesodermo, quedó 

demostrado, ya que con el empleo de gel de matriz extracelular de piel de cerdo y 

tendón de cola de rata como medios de inducción para la diferenciación 

ameloblástica, se logró la estimular la expresión de proteínas del esmalte dental, 

que como se sabe, es de origen neuro-ectodérmico (Figuras 8 y 9).  
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Figura. 8. Inmunocitofluorescencia y análisis con microscopía confocal de la 

expresión de proteínas del esmalte dental en hDPSC tratadas con gel de matriz 

extracelular de piel de cerdo. (A, D, G, J, M) Contratinción nuclear celular con 

Hoechst. (B) Detección de amelogenina con Alexa Fluor® 488. (E) Detección de 

ameloblastina con Alexa Fluor® 594. (H) Detección de enamelisina con Alexa 

Fluor® 488. (K) Detección de Tuftelina con Alexa Fluor® 594. (N ) Detección de 

parvalbúmina con Alexa Fluor® 488. (C, F, I, L, O) Merge: Anticuerpo-Hoechst. Bar 

= 50 μm. 
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Figura 9. Inmunocitofluorescencia y análisis con microscopía confocal de la 

expresión de proteínas del esmalte dental en hDPSC tratadas con gel de matriz 

extracelular de tendón de cola de rata. (A, D, G, J, M) Contratinción nuclear celular 

con Hoechst. (B) Detección de amelogenina con Alexa Fluor® 488. (E) Detección 

de ameloblastina con Alexa Fluor® 594. (H) Detección de enamelisina con Alexa 

Fluor® 488. (K) Detección de Tuftelina con Alexa Fluor® 594. (N ) Detección de 

parvalbúmina con Alexa Fluor® 488. (C, F, I, L, O) Merge: Anticuerpo-Hoechst. Bar 

= 50 μm. 
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8.6 Obtención de los productos de la corrosión de Níquel-Titanio (Ni-Ti) 

de biomateriales usados en el área de odontología 
Producto del proceso de envejecimiento in vitro de los biomateriales de uso 

odontológico (arcos dentales de ortodoncia), se obtuvieron las concentraciones de 

iones de níquel y titanio que pueden ser liberados emulando la posible condición 

que se puede presentar en cavidad bucal cuando son usados por los pacientes.  

 

8.6.1 Análisis de biomateriales por microscopía electrónica de barrido 
(MEB) y Espectrometría de Energía Dispersiva de Rayos X (EDS-Rx) 

A  través de MEB y EDS-Rx, se demostraron cambios significativos en la 

superficie de los arcos así como en su composición original, lo anterior producto de 

procesos de envejecimiento ya sea in vitro o in vivo. En el análisis de superficies por 

MEB, se observó que a pesar de presentar imperfecciones en los arcos nuevos, 

posterior al uso clínico o de envejecimiento in vitro, se presentó un tipo de corrosión 

por picaduras o grietas, así como del tipo por fricción (Figura 10). 
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Figura 10. Análisis por Microscopía Electrónica de Barrido (MEB) a diferentes 

aumentos (150X; 500X; 1000X; 4000X) de la superficie de segmentos de arcos 

dentales empleados en tratamientos de ortodoncia. A. Superficie de arcos nuevos 

(Control). B. Arcos con proceso de envejecimiento in vitro de 28 días con un pH 7.2 

(fisiológico). Se observa la presencia de picaduras o grietas que se hacen más 

evidentes a un mayor aumento (flechas negras). C. Arcos usados por pacientes en 

tratamientos de ortodoncia durante 28 días. Obsérvese la presencia de aparente 

corrosión tipo picadura y por fricción (flechas negras). (Bar=100 μm; 50 μm; 10 μm; 

5 μm).  

 

Como se presenta en la Figura 11, al analizar los componentes estructurales 

de los arcos dentales de ortodoncia por EDS-Rx, se observó que existe una pérdida 

de los componentes de Níquel y Titanio una vez que los arcos se someten a 

envejecimiento in vitro así como cuando son usados por pacientes en tratamientos 

de ortodoncia. El porcentaje de pérdida del Titanio tratados in vitro, correspondió a 

7.87%, en tanto que por el uso clínico fue de 18.54%. Respecto al Níquel, el 

envejecimiento in vitro permitió la liberación del 10% del componente total, en tanto 

que por el uso clínico se liberó 23.65%.  

 

 

A 
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Figura 11. Análisis cuantitativo y cualitativo por EDS-Rx de la composición química 

de la superficie de arcos dentales empleados en tratamientos de ortodoncia. A. 

Superficie de arcos nuevos (Control). B. Arcos con proceso de envejecimiento in 

vitro de 28 días con un pH 7.2 (fisiológico). C. Arcos usados por pacientes en 

tratamiento de ortodoncia durante 28 días. 
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Con la variación a un pH ácido de la solución de envejecimiento in vitro, se 

observó con el análisis por MEB que también se presentó corrosión tipo picadura 

en la superficie de los arcos, situación que permite deducir que el factor pH favorece 

mayormente la presencia de corrosión en este tipo de biomateriales (Figura 12). 

Esta situación se comprobó con el análisis de EDS-Rx, donde se pudo observar que 

existió principalmente la pérdida de iones de Níquel de 1.67% del total observado 

en la muestra control (Figura 13).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 12. Análisis por Microscopía Electrónica de Barrido (MEB) a diferentes 

aumentos (150X; 500X; 1000X; 4000X) de la superficie de segmentos de arcos 

dentales empleados en tratamientos de ortodoncia. A. Superficie de arcos nuevos 

(Control). B. Arcos con proceso de envejecimiento in vitro de 28 días con un pH 4.2 

(ácido). Se observa la presencia de picaduras o grietas que se hacen más evidentes 

a un mayor aumento (flechas negras).(Bar=100 μm; 50 μm; 10 μm; 5 μm).  
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Figura 13. Análisis cuantitativo y cualitativo por EDS-Rx de la composición química de la 

superficie de arcos dentales empleados en tratamientos de ortodoncia. A. Superficie de 

arcos nuevos (Control). B. Arcos con proceso de envejecimiento in vitro de 28 días con un 

pH 4.2 (ácido) (Bar=100 μm; 50 μm; 10 μm; 5 μm). 

 
Figura 13. Análisis cuantitativo y cualitativo por EDS-Rx de la composición química 

de la superficie de arcos dentales empleados en tratamientos de ortodoncia. A. 

Superficie de arcos nuevos (Control). B. Arcos con proceso de envejecimiento in 

vitro de 28 días con un pH 4.2 (ácido).  

 
8.7 Evaluación del efecto citotóxico del Cloruro de Níquel (NiCl2) sobre células 
de cresta ósea alveolar medido por el ensayo de liberación de LDH 
 

La presencia de LDH en los sobrenadantes de los cultivos de las células 

mesenquimales de cresta ósea alveolar, reveló el daño citotóxico que se provoca 

en la integridad de la membrana celular posterior al tratamiento con NiCl2, el cual 

fue dependiente del tiempo y de la concentración empleada comparada con las 

células no tratadas. De acuerdo a la prueba de comparación múltiple ANOVA de 

dos vías y la de comparación múltiple de Tukey’s, las concentraciones de 0.01 mM, 

0.05 mM y 0.1 mM presentaron diferencias estadísticamente significativas después 

de 24 h de tratamiento p ≤ 0,05) * en comparación con el high control en términos 

de la LDH liberada (Figura 14). 
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Figura 14. Daño celular medido por liberación de LDH en HABMSCs tratadas con 

diferentes concentraciones de NiCl2 (0.01, 0.05, 0.1 y 0.5 mM) durante 12 hy 24 h. 

Se observaron diferencias estadísticamente significativas a las 24 horas de 

tratamiento a concentraciones 0.01 mM, 0.1 mM y 0.5 mM en comparación con el 

high control alto según ANOVA de dos vías y pruebas de comparación múltiple de 

Tukey’s (p ≤ 0,05) *. 

 

8.8 Evaluación de los cambios morfológicos en células mesenquimales 
de cresta ósea alveolar por exposición a NiCl2  

A través de MEB, se observaron cambios morfológicos en las HABMSCs 

tratadas con 2 mM de NiCl2 durante 24 h, en comparación con las células control sin 

tratamiento, ya que mostraron una contracción de la morfología alargada propia y la 

presencia de pérdida de contacto entre las células. El aspecto normal del citoplasma 

celular presentó cambios, mostrando pérdida de uniones intercelulares al ser 

expuestas las células NiCl2 (Figura 15). 
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Figura 15. Análisis por MEB de HABMSCs expuestas a NiCl2 durante 24 h. A,B,C. 

Células control. D, E, F. HABMSCs con tratamiento de 2 mM de NiCl2 durante 24 h 

(Bar=50 µm y 10 µm). 

 

El marcaje para citoesqueleto de actina filamentosa, mostró una 

redistribución de F-actina acompañada de la pérdida de fibras de estrés, en 

comparación con el control. (Figura 16 A-B). Además, el NiCl2 generó alteraciones 

y cambios en la organización celular de la α-tubulina (Figura 16 C-D).  
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Figura 16. Inmunocitofluorescencia por microscopía confocal del citoesqueleto de 

HABMSCs con tratamiento 2 mM de NiCl2 durante 24 h. A. Morfología del 

citoesqueleto de F-actina en células de control. B. Las células tratadas con NiCl2 

mostraron desintegración de los filamentos de F-actina con redondeo celular y 

alteración general de la morfología (flechas blancas). C. Morfología del 

citoesqueleto de α-tubulina en células control. D. Las células tratadas mostraron 

desorganización, rotura y fragmentación del citoesqueleto de α-tubulina (flechas 

blancas). Bar = 20 µm. 

 

En cuanto al daño en los organelos celulares, el análisis mostró alteración en 

la distribución del contenido de los núcleos con presencia de cromatina condensada 

y fragmentación nuclear, representando una aparente señal apoptótica de los 

mismos (Figura 17 A-B). En las células tratadas, el retículo endoplásmico presentó 

una distribución citoplásmica no homogénea (Figura 17 C-D).  

Respecto al aparato de Golgi y dada la contracción en la morfología adoptada 

por las células tratadas, se observó pérdida de la localización perinuclear uniforme 

observado en las células control (Figura 17 E-F). Además, respecto al análisis del 

marcador celular Lamp-1, no mostró cambios evidentes en las células tratadas en 

comparación con las células control (Figura 17 G-H). 
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Figura 17. Análisis de inmunocitofluorescencia con microscopía confocal para la 

detección del daño de organelos celulares en HABMSCs después del tratamiento 

con 2 mM de NiCl2 durante 24 h. A. Morfología de núcleos en las HABMSCs control. 

B. Células con tratamiento que muestran cambios en la apariencia de núcleos con 

fragmentación de material nuclear con signos apoptóticos (flechas blancas). C. 

Distribución del retículo endoplásmico en células control. D. Retículo endoplásmico 

en HABMSCs con tratamiento mostrando pérdida de su distribución uniforme 

(flechas blancas). E. Distribución del aparato de Golgi en las HABMSCs control. F. 

Células con tratamiento donde se observa pérdida de localización perinuclear del 

aparato de Golgi (flechas blancas). G. Distribución de Lamp-1 en las células control. 

H. HABMSCs con tratamiento mostrando falta de cambios aparentes en la 

distribución de Lamp-1. Bar = 20 µm. 
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8.9 Evaluación del efecto de los productos de la corrosión de Ni-Ti 
liberados de biomateriales usados en el área de odontología en Modelo Animal 
(Rata Wistar) 

Los productos de la corrosión liberados posterior al proceso de 

envejecimiento de los arcos dentales de ortodoncia, concentrados en las soluciones 

empleadas para tal propósito, alcanzaron una concentración final de 19.92 µg/L de 

Níquel estimada mediante espectofotómetro de absorción atómica. El efecto 

toxicológico de la solución fue estimado a través del daño hepático y renal 

presentado por las ratas Wistar que la consumieron. Los resultados obtenidos 

mostraron que los valores de creatinina no presentaron alteración de los valores 

normales que para el suero es de 1.3 mg/dL y en orina es de 177 µmol/kg/24-h. Así 

mismo, no se presentó afectación de los valores de la fosfatasa alcalina cuyo valor 

de referencia es 115U/L y de la enzima alanina-aminotransferasa es de 41U/L, 

mostrando que el funcionamiento hepático no presentó daño en los sujetos de 

estudio posterior al consumo de la solución (Figura 18).  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Análisis de los resultados de las pruebas realizadas en orina de 24 horas 

y suero de ratas Wistar que consumieron los productos de la corrosión de Ni-Ti, 

liberados por biomateriales de uso odontológico (arcos dentales de ortodoncia) 

posterior al envejecimiento in vitro. A. Concentración de creatinina en orina. B. 

Concentración de creatinina en suero. C. Concentración de fosfatasa alcalina (ALP) 

en suero. D. Concentración de alanino-aminotransferasa en suero.  
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9. DISCUSIÓN  
Los estudios de biocompatibilidad de las aleaciones metálicas permiten 

evaluar su capacidad para inducir respuestas en tejidos vivos, la muerte celular, 

formación de tumores, daño genético, así como respuestas inmunitarias7.  

En el campo de la salud, las aleaciones metálicas de Níquel-Titanio (Ni-Ti) 

son de las más empleadas, ya que presentan características y propiedades 

adecuadas para cumplir sus funciones terapéuticas dentro del organismo, entre las 

que se mencionan: gran biocompatiblidad, memoria de forma, super-elasticidad, 

valores mecánicos cercanos al tejido óseo, resistencia a la corrosión y a la 

humedad10.  

La resistencia a la corrosión ha sido muy controversial, dado que los 

dispositivos médicos fabricados con dicha aleación, se colocan en ambientes 

húmedos y por lo tanto, es factible que se desarrolle corrosión con la consecuente 

liberación de iones como el Ni y sus productos, el cual se ha reportado tener 

propiedaes tóxicas, alergénicas, inflamatorias y carcinogénicas27.  

Evidentemente la liberación de Níquel y sus efectos citotóxicos ha sido 

ampliamente estudiado, sin embargo, sigue siendo controvertido si la cantidad 

liberada es lo suficientemente amplia para ser clínicamente relevante, lo cual 

depende de las variables clínicas individuales y las características del proceso de 

producción y composición química de las aleaciones84.  

A pesar de lo anterior, existe la posibilidad de que las concentraciones 

liberadas no sean suficientemente tóxicas, aunque no se descarta que puedan 

provocar efectos biológicos en las células con las que están directamente en 

contacto91.  

En el presente trabajo, se realizaron pruebas de biocompatibilidad inicial 

donde se emplearon cultivos primarios de céulas mesenquimales derivadas de 

tejidos como la pulpa dental, tejido gingival y cresta ósea alveolar, las cuales 

mostraron una viabilidad y proliferación estables92,93 y fueron usadas para 

exponerlas a iones de NiCl2 in vitro, describiendo los posibles efectos que ocurren 

en condiciones microscópicas y clínicas reales. Su origen mesenquimal fue 

demostrado, ya que una vez cultivadas adoptaron una morfología típica, 



 53 

presentaron auto-renovación y propiedades de proliferación10, así como la 

expresión de marcadores de superficie de mesenquimalidad como previamente se 

ha reportado94-96.  

Esta última condición permitió demostrar la capacidad de diferenciación que 

presentan las células, ya que con el uso de un medio de cultivo inductor se logró 

una diferenciación de las células de pulpa dental hacia un linaje osteoblástico52. 

Además de lo anterior, y gracias al empleo de andamios naturales derivados de 

matriz extracelular de cerdo, que se ha reportado está compuesta de 

proteoglicanos, biomoléculas y proteínas específicas como la fibronectina, 

vitronectina, varios tipos de colágena, etc., y permite el desarrollo, proliferación y 

diferenciación celular97, se logró inducir hacia una diferenciación osteogénica a las 

células mesenquimales de tejido gingival.  

En este mismo sentido, el presente trabajo demostró la capacidad 

pluripotencial que presentan las células de pulpa dental para expresar proteínas 

específicas de esmalte dental como la amelogenina, ameloblastina, tuftelina, 

enamelisina y parvalbumina, las cuales juegan un rol determinante en la 

amelogenesis mediante procesos de diferenciación98,99. Lo anterior se obtuvo a 

través de la generación de un andamio natural fabricado con un gel de matriz 

extracelular de piel de cerdo y de tendón de cola de rata, los cuales han sido 

ampliamente usados en la ingeniería de tejidos en el campo de la odontología100-

103.  

Las pruebas de biocompatibilidad in vitro se realizan con un material o un 

extracto de éste que se pone en contacto con un sistema biológico104. En el presente 

estudio se estimó el daño celular generado por el NiCl2 en células mesenquimales 

de cresta ósea alveolar. Empleando el ensayo de liberación de Lactato 

Deshidrogenasa (LDH), se demostró la afectación de la integridad de la membrana 

celular, la cual fue dependiente del tiempo y concentración usadas, situación que 

coincide con otros resultados que han sido reportados85,86.  

Dado que los efectos biológicos de los iones liberados de los dispositivos 

médicos fabricados con aleaciones metálicas pueden ser potenciados por contacto 

celular directo, en los resultados del presente estudio por MEB, la exposición in vitro 



 54 

de las HABMSCs al NiCl2, demostró el daño en la proliferación, morfología e 

integridad de las células y núcleos83-85.  

El citoesqueleto participa en el mantenimiento de la morfología, adhesión, 

crecimiento y señalización celulares. Los cambios en el citoesqueleto ocurren en 

respuesta a estimulos mecánicos externos. Uno de sus componentes es la F-actina, 

la cual determina las propiedades mecánicas de las células vivas105. El efecto 

toxicológico producido por el Ni, indujo alteración del citoesqueleto. Las células 

adoptaron formas redondeadas asociadas a los cambios en el citoesqueleto de 

actina, afectándose funciones como la motilidad, resistencia mecánica y el 

transporte celular26,106,107. Los cambios en el citoesqueleto de tubulina han sido 

reportados que inducen alteración en la organización interna y por lo tanto afectar 

el ciclo celular normal106,108.  

Los resultados mostraron alteración en la forma y contenido de los núcleos 

celulares, lo cual puede estar asociado con la presencia de señales apoptóticas109-

112. De igual manera, se pudo observar la presencia de alteración en la distribución 

del retículo endoplásmico con una posible afectación de sus funciones como la 

síntesis, plegamiento y translocación de proteínas, lo cual influye en la viabilidad 

celular y desencadena un proceso de apoptosis9,112,113. El aparato de Golgi también 

mostró cambios, lo que sugiere la interrupción de las vías del tráfico celular debido 

a su relación con el retículo endoplásmico y su participación en la glicosilación, 

sulfatación y fosforilación de proteínas, como informan otros autores9,112-115. 

Dentro de los requisitos para el empleo de los biomateriales en los 

tratamientos médicos, principalmente los elaborados con aleaciones metálicas, 

juega un papel importante su resistencia a la corrosión y al desgaste10. 

Específicamente el empleo de dispositivos fijos fabricados con aleaciones metálicas 

de Níquel-Titanio para el tratamiento de las maloclusiones dentales, es un método 

terapéutico de gran aplicación en la ortodoncia moderna. Los arcos dentales de Ni-

Ti son de los más empleados y están estructuralmente compuestos de un 55% de 

níquel y 45% de titanio116. 

A pesar de contar con gran biocompatibilidad, el permanecer largos periodos 

en contacto con otros materiales de ortodoncia, sumado a las condiciones propias 
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de la cavidad oral, se ven sometidos a un proceso de biodegradación por los 

constantes cambios químicos, mecánicos, térmicos, microbiológicos y enzimaticos, 

trayendo consigo la formación de productos de la corrosión82,117. A pesar de que las 

pruebas in vitro realizadas para evaluar la cantidad de iones liberados no reflejan 

una condición real de un tratamiento de ortodoncia en cavidad bucal, permiten 

identificar la susceptibilidad de los biomateriales a presentar corrosión116,118.  

En este estudio, los resultados obtenidos con MEB demostraron que las 

superficies de los arcos dentales de ortodoncia empleados sufrieron cambios con la 

aparición de corrosión tipo picadura posterior al proceso de envejecimiento in vitro 

por 28 días en solución fisiológica al 0.9%, tanto con un pH fisiológico de 7.2 como 

de un pH ácido de 4.2, situación que coincide con otros autores76,116,119.  

Las diversas marcas de arcos dentales varían en cuanto a los materiales y 

su cantidades empleados para su fabricación116. En el caso del presente estudio, 

los resultados del análisis por EDS-Rx demostraron cambios significativos en 

cuanto a la cantidad de componentes estructurales de fábrica y posterior al proceso 

de envejecimiento in vitro, además del comparativo que se hizo de los arcos usados 

en pacientes con tratamiento de ortodoncia. Lo anterior podría ser considerado 

como un indicador de la susceptibilidad de la marca para presentar procesos de 

corrosión en ambientes húmedos y con variaciones del pH76,77,117.  

El efecto toxicológico del consumo de los productos de la corrosión de los 

biomateriales envejecidos in vitro en el modelo animal de rata Wistar, 

aparentemente no mostró alteración en las pruebas de laboratorio para estimar un 

posible daño hepático y renal. Lo anterior puede explicarse dado que el tiempo de 

exposición fue corto y la cantidad de elementos tóxicos como el níquel, no 

sobrepasaban la cantidad de ingesta diaria de consumo en humanos que se ha 

estimado es de 200-300 µg/Ni por día82, como lo han reportado otros autores120,121.   
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10. CONCLUSIONES 

En las últimas décadas se ha observado un interés creciente por conocer los 

niveles de biocompatibilidad que presentan los biomateriales fabricados con 

metales y que se usan en los tratamientos médico-odontológicos. A partir de lo 

anterior y como producto de la presente tesis, se puede concluir lo siguiente:  

1. Con el establecimiento de cultivos celulares primarios de células 

mesenquimales derivados de tejidos dentales, se comprobaron sus 

propiedades de proliferación, autorenovación y pluripotencialidad, ya que 

además de demostrar su origen mesenquimal a través de la expresión de 

marcadores y genes específicos, se logró inducir su diferenciación hacia 

linage ameloblástico y osteoblástico en células de pulpa dental y tejido 

gingival. 

2. La exposición in vitro de HABMSC a iones NiCl2 a diferentes 

concentraciones, demostró el daño celular que los iones de níquel pueden 

desencadenar observado por el ensayo de LDH, el análisis SEM y la 

microscopía de inmunofluorescencia confocal. La inducción de estas 

alteraciones celulares podría producir daño tisular y fisiológico, por lo tanto 

son necesarios futuros estudios en este campo para describir con mayor 

profunidad la acción toxicológica celular que estos productos iónicos 

corrosivos tienen sobre diferentes modelos celulares, así como sus efectos 

in vivo. 

3. El fenómeno de la corrosión fue demostrado con ensayos in vitro mediante 

procesos de envejecimiento de arcos dentales usados como aditamentos en 

tratamientos de ortodoncia y que de acuerdo con la información obtenida del 

fabricante, su elaboración es a base de aleaciones con Níquel-Titanio. Los 

resultados mostraron que usando solución salina, con una temperatura 

fisiológica de 37.5 oC, diferentes valores de pH y periodos de tiempo 

variables, se presentó la liberación de iones de Níquel, situación que además 

se comprobó en el análisis de superficies observadas a través de EDS-Rx 

por microscopía electrónica de barrido comparados con arcos control sin 

tratamiento. Esta situación emula lo que clínicamente se puede presentar 
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durante los tratamientos dentales donde se utilizan dichos aditamentos, ya 

que permanecen en cavidad bucal durante tiempos prolongados, expuestos 

a las condiciones de fuerzas de masticación, saliva y sus componentes, 

cambios de temperatura y los productos bacterianos de la placa dental. Estos 

elementos han sido reportados como elementos determinantes del grado de 

corrosión que presentan los biomateriales dentales.  

4. Se ha estimado que la lixiviación de Níquel liberado por procesos de 

corrosión en los dispositivos usados en tratamientos dentales es de 0.14 

μg/día, representando 2143 menos cantidad que el promedio diario que se 

ingiere en comida o agua en los humanos (200-300 μg/día). Sin embargo y a 

pesar de que es poca la cantidad liberada a través de dispositivos médico-

odontológicos, las manifestaciones clínicas de sus efectos no deben hacerse 

a un lado, ya que de manera inicial puede presentarse afecciones en las 

mucosas y tejidos circundantes donde se ubica el dispositivo, pero también 

mediante una exposición prolongada puede ingerirse y ser absorbido y 

acumulado en otros organos del cuerpo humano. Los resultados obtenidos 

en este trabajo en el modelo animal con Rata Wistar a quienes se les expuso 

a la ingesta de productos de la corrosión de biomateriales envejecidos, no 

mostraron aparentemente afectación hepática y renal de acuerdo con las 

pruebas clínicas empleadas. Sin embargo, habría que continuar realizando 

estudios experimentales de carácter longitudinal con un mayor tiempo de 

exposición para continuar valorando estos aspectos.  

5. Se sugiere continuar trabajando permanentemente en el análisis de los 

biomateriales fabricados con aleaciones de metales como el Ni-Ti, además 

de implementar un modelo de protocolo estandarizado y patentado que 

permita estimar la biocompatibilidad de los nuevos biomateriales mediante 

pruebas in vitro e in vivo y se asegure alcanzar los objetivos de los 

tratamientos médico-odontológicos.  
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RESUMEN 
Las aleaciones dentales que utilizan níquel como parte de su composición, son los 

biomateriales más utilizados en la fabricación de implantes dentales por sus 

propiedades de memoria de forma, superelasticidad, dureza, valores mecánicos 

cercanos al tejido óseo y resistencia a la corrosión. Con el empleo de estudios de 

biocompatibilidad, que permiten describir el comportamiento de este tipo de 

biomateriales en contacto con el organismo o las células, se ha informado que se 

presenta liberación de iones de níquel generando reacciones citotóxicas, 

alergénicas, inflamatorias y carcinogénesis. El objetivo del presente estudio fue 

realizar un ensayo in vitro que permita describir los cambios morfológicos a nivel 

celular que genera la sal de Cloruro de Níquel (NiCl2), centrando la atención en las 

afectaciones del citoesqueleto y organelos responsables de importantes funciones 

biológicas en células mesenquimales derivadas del hueso alveolar humano 

(HABMSCs), debido a que este tipo de células pueden estar en contacto in vivo con 

iones de níquel liberados por implantes dentales. Para la realización del estudio, se 

establecieron cultivos primarios de células mesenquimales derivadas de hueso 

alveolar humano. La viabilidad de las células se evaluó mediante el ensayo MTT y 

se realizó la fenotipificación con la detección de marcadores de mesenquimalidad 

como CD40, CD44 y CD105 a través de ensayos de inmunofluorescencia. El efecto 

citotóxico se evaluó mediante el ensayo de la liberación de la enzima LDH. Las 

concentraciones seleccionadas que se utilizaron para la exposición de las células 

se retomaron de estudios previos y el tiempo de exposición se estableció entre 12 

y 24 horas. Los cambios morfológicos se evaluaron mediante microscopía 

electrónica de barrido (SEM) y ensayos de inmunofluorescencia con microscopio 

confocal. De los resultados obtenidos, se observó muerte celular la cual se 

caracterizó por ser dependiente del tiempo y la concentración empleada. Los 

cambios morfológicos observados a través de SEM reflejaron una afectación de la 

superficie de las células con la presencia de alteración de las uniones 

intercelularees  y cambio en la forma de los núcleos celulares. Así mismo, se 

presentaron alteraciones del citoesqueleto de actina y tubulina observadas 

mediante microscopía confocal. Finalmente, el NiCl2 también afectó la integridad de 



 

algunos organelos como el retículo endoplásmico, el aparato de Golgi y los 

lisosomas, sugiriendo que la síntesis y tráfico de proteínas y los procesos de 

degradación podrían estar alterados. 

Palabras clave: Biocompatibilidad, células madre mesenquimales del hueso 

alveolar humano, citotoxicidad, níquel, implantes dentales, corrosión. 
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