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l. RESUMEN

Se ha demostrado que los cementos de silicato tricalcico propician un microambiente de
calcio extracelular abundante, lo que ayuda a la activacion de genes odonto/osteogénicos
determinantes en la regeneracién del complejo dentino pulpar y consecuente diferenciacion
de las células troncales hacia un linaje odontogénico. El estudio de las células troncales de
la pulpa dental (CTPD) en contacto con estos biomateriales, es la clave para una correcta
aplicacion terapéutica. Con el objetivo de contribuir y ampliar el conocimiento en este
campo, la propuesta de investigacién se baso6 en evaluar la proliferacion y diferenciacion
dentinogénica in vitro de las CTPD en contacto con los cementos de silicato tricalcico:
cemento Portland blanco modificado con 6xido de zirconia (CPBOZ), cemento Portland
blanco modificado con sulfato de bario (CPBSB) y el material NuSmile NeoMTA®. La fase
inicial de la metodologia consistié en la extracciéon de los 6rganos dentarios (extraidos por
motivos ajenos a esta investigacion) y el aislamiento y caracterizacion de las CTPD.
Posteriormente, las CTPD se cultivaron en interaccion con los materiales de estudio y se
utilizé un colorante a base de resazurina para la medicion de la proliferacion celular, a los
tiempos 0, 24, 48, 72, 96, 120 y 144 horas; posterior al ensayo de proliferacion celular, las
células se tifieron con coloracién de Giemsa® para el andlisis de la morfologia celular para
el andlisis de expresion de la sialofosfoproteina dentinaria (DSPP, indicativa del linaje
dentinogénico) se obtuvieron extractos totales de proteinas obtenidas de la interaccion de
las CTPD en medios de cultivo con los materiales de estudio (extractos), en interaccion
durante 7 y 14 dias, analizados por medio de la técnica western blot. Para minimizar las
limitaciones de los ensayos in vitro, se realizé una prueba de hemocompatibilidad con los
materiales de estudio y se contabilizé el porcentaje de hemdlisis. Los resultados arrojaron
que estos cementos tienden a mejorar la proliferacion celular, respecto al grupo control sin
tratamiento (p<0.05). La inmunodeteccion de la DSPP revel6 bandas positivas en los
materiales CPBOZ y en el NuSmile NeoMTA®, por lo que se puede concluir que estos
materiales mejoran la diferenciacién hacia un linaje dentinogénico. La banda esperada era
de 110 kDa, sin embargo, las bandas positivas en este estudio correspondieron a otros
pesos moleculares, lo que puede evidenciar que la proteina DSPP presenta cambios
postraduccionales importantes y refuerza la teoria de las isoformas de ésta, al ser
hidrolizada en DSP-DGP-DPP. Los materiales de estudio no tuvieron potencial hemolitico

a excepcion del CPBSB en concentraciones del 20%; el material mas hemocompatible fue



el CPBOZ al 10%. La morfologia celular no fue alterada con los materiales de estudio.
Podemos concluir que ninguno de los materiales de estudio es citotoxico, y tienden a e
mejorar la proliferacion celular sin embargo; debido a los hallazgos, el CPBOZ present6
mejores caracteristicas de biocompatibilidad in vitro y es un potencial candidato para
emplear en la terapéutica endodéntica.



Il INTRODUCCION

La caries dental es una enfermedad crénica, multifactorial que afecta a los tejidos
duros de los 6rganos dentarios, resultante de una compleja interaccién entre el huésped, la
produccién de metabolitos bacterianos y los carbohidratos presentes en la saliva; afecta a
cerca del 100% de la poblacién segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). El factor
etioldgico principal son las bacterias, por lo cual se considera como una enfermedad
infecciosa que en etapas avanzadas puede ocasionar la pérdida de los érganos dentarios,
por consiguiente, limita funcional, fonética y estéticamente a quienes la padecen, e incluso
puede llegar a provocar infecciones sistémicas potencialmente mortales y dolores
incapacitantes, ya que los patdgenos de la caries originan patologias pulpares y
periapicales. (1-4)

Las patologias pulpares y periapicales a consecuencia de caries avanzadas o
traumatismos ameritan un tratamiento especializado, los cuales son dominio de la
endodoncia, rama de la odontologia que se encarga del estudio de la morfologia, biologia
y fisiopatologia de la pulpa dental y los tejidos periapicales, cuyo objetivo principal es la
preservacion de los érganos dentarios a través de la desinfeccion y sellado tridimensional
de los conductos radiculares. Algunos tratamientos endodénticos convencionales,
involuntariamente originan una pérdida significativa de dentina, debilitando la estructura
dental remanente y aumentando el riesgo de una fractura postoperatoria que se ultime en
la extraccién dental. La desvitalizacién pulpar origina una pérdida de humedad y presion
intersticial, incapacitando al diente a responder ante reinfecciones, lo cual se agrava cuando
se produce en 6rganos dentarios con formacion radicular incompleta, ya que se inhibe la

formacion y maduracién correcta del 6rgano dentario. (5—7)

Investigaciones actuales en endodoncia, perseveran en ampliar sus estrategias para
minimizar las consecuencias desfavorables de algunos tratamientos endodonticos
convencionales; en respuesta ha surgido la endodoncia regenerativa, campo emergente de
la ingenieria tisular, que ofrece resultados prometedores y sostiene entre sus objetivos
principales, la regeneracion del complejo dentino pulpar. Para ayudar a lograr este
proposito, se deben realizar estudios que evallen las interacciones entre los biomateriales
emergentes y las células troncales dentales, ya que dichas interacciones abren las puertas

a disefar protocolos de regeneracién, que permitan la restauracion de los tejidos dafiados



o perdidos; asi pues, para poder reproducir y controlar este proceso de formacion tisular,
primero debemos entender cémo se producen estos mecanismos a nivel celular y

molecular. (8—-10)

Los érganos dentarios son una fuente abundante y accesible de células troncales;
su extraccion y aplicacion en contacto con biomateriales, ha permitido mejorar el
entendimiento de los protocolos clinicos de regeneracion endodoéntica y favorecer la
creacion de nuevos, necesarios y pertinentes ante la alta demanda de pacientes con
enfermedades pulpares y periapicales (tan solo en la Facultad de Odontologia de la UADY
asisten en promedio 1000 pacientes al mes, de los cuales el 20% requieren tratamiento
endodontico). (11-13)

Investigaciones in vitro han revelado la importancia que adquieren los biomateriales
endododnticos en la regeneracién del complejo dentinopulpar, asi como también en la mejora
de la actividad de las células troncales de pulpa dental (CTPD) encaminada hacia una
diferenciacién dentinogénica. Entre dichos agentes destacan el cemento Portland (de
constitucion muy similar al mineral triéxido agregado [MTA] y que tiene otras utilidades en
escenarios no odontoldgicos, e incluso posee un menor costo a comparacion con el MTA)
y el NuSmile NeoMTA®; este Ultimo cemento recientemente lanzado al mercado, segun el
fabricante, posee propiedades superiores a los MTA convencionales y a un menor costo.
(14-19)

Por todo lo anterior y con el objetivo de evaluar si los materiales cemento Portland
y NuSmile NeoMTA® son candidatos potenciales para utilizarse en terapias de regeneracion
endodontica con CTPD, se realizé esta investigacion para evaluar in vitro si dichos

cementos permiten la proliferacion de las CTPD e inducen la diferenciacion dentinogénica.



M. ANTECEDENTES

3.1. Endodoncia regenerativa

La rama de la Odontologia que se dedica al diagndstico y tratamiento de las
enfermedades pulpares y periapicales es la endodoncia, cuyo objetivo principal es la
conservacion de los dérganos dentarios dentro de la cavidad bucal, a través de la
desinfeccion y sellado tridimensional del sistema de conductos radiculares. Para ayudar a
lograr este objetivo, la ciencia endodéntica ha incorporado notables avances cientificos,
entre los cuales destacan, el estudio de biomateriales endodoénticos y el progreso en la
investigacion de la biologia pulpar. Estos conocimientos permiten a los endodoncistas estar
al frente del novedoso campo de la endodoncia regenerativa, uno de los mayores
desarrollos de la Odontologia actual, que unifica la ciencia endodéntica y la ingenieria
tisular. (20-23)

El concepto de ingenieria tisular fue acufiado por Charles Vacanti y Robert Langer
en el afio de 1993. De acuerdo con estos investigadores, la ingenieria tisular es una
interdisciplina que aplica los principios de la ingenieria y de las ciencias biolégicas, para el
desarrollo de sustitutos biolégicos que restauren, mantengan o mejoren la funcion tisular y
se encuentra intimamente ligada con la medicina regenerativa. La medicina regenerativa, a
su vez, es la rama de la medicina que se encarga de estudiar las terapias con células
troncales, con el objetivo de restaurar funciones, corregir defectos, traumas o
envejecimiento. Durante los Ultimos afios, este campo ha experimentado un gran progreso,
ya que resulta una fuente interesante de tratamientos para distintas patologias. En la
ingenieria de tejidos, se busca cultivar células con factores de crecimiento, donde se pueda
desarrollar un tejido artificial que pueda ser trasplantado a un receptor. Los componentes
principales de la ingenieria tisular son las células, los biomateriales y los factores de

crecimiento. (24—26)

Utilizando los principios de la Ingenieria Tisular, la endodoncia regenerativa ha
desarrollado protocolos clinicos de gran impacto en la regeneracion de dientes con
desarrollo radicular incompleto, a consecuencia de caries o traumatismos dentales. Estos

protocolos disminuyen el riesgo de fractura y mejoran el pronéstico del diente a largo plazo.



El tratamiento tradicional para tratar dientes inmaduros con pulpas no vitales se basaba,
casi exclusivamente, en la aplicacibn del material hidroxido de calcio para lograr la
apexificacion (barrera mineralizada apical), con la intencién de mantener la obturacién
endodontica en su sitio. El principal inconveniente de este procedimiento era que no se
lograba la obliteraciébn de las paredes radiculares, de manera que se implementd una
moadificacion de dicho protocolo, la apexificacién por medio de un tapén apical con MTA, la
cual es mas practica, pero tampoco engrosa las paredes. Fue entonces cuando surgi6 el
protocolo de regeneracién endodontica de para dientes inmaduros no vitales. Este protocolo
cumple con los 3 componentes principales de la ingenieria tisular: las células troncales
provenientes de la papila apical, el biomaterial o el andamio (cuyo material mas utilizado es
el MTA) y los factores de crecimiento, que en este caso provienen del plasma y fibrina rica
en plaguetas, del coagulo realizado intencionalmente durante el protocolo clinico de
regeneracion o revitalizacion endodéntica. (27-32)

A pesar de la reciente aplicacion de protocolos de regeneracion endodoéntica, los
investigadores Nygaard Ostby y Hjortdal demostraron el crecimiento de tejido conectivo
intrarradicular en un diente necrotico en el afio 1961. A partir de ese momento, se iniciaron
estudios para mejorar los resultados biolégicos viables. Fue en afios recientes, gracias al
desarrollo de biomateriales endodonticos y al descubrimiento de las células troncales
pulpares (Gronthos y cols. 2003), cuando fue posible estandarizar protocolos clinicos Gtiles
para la regeneracién endoddntica. En el caso de la revitalizacion endodontica de dientes
inmaduros, se ha logrado corroborar que existe la formacion de nuevos tejidos conectivos
blandos, vasos sanguineos y tejido mineralizado similar a la dentina. Esto se logra gracias
a la diferenciacién de las células troncales de la papila apical, que son precursoras de
tejidos periapicales, por lo que el tejido neoformado es de tipo “cementoide y osteoide”, sin

embargo, no se trata de dentina organizada. (28,33,34)

Actualmente la endodoncia regenerativa centra sus esfuerzos en la regeneracion
del complejo dentinopulpar y raices incompletas, asi como en la creacion de biodientes que
reemplacen a los implantes dentales. La Asociacion Americana de Endodoncia mediante el
comité de endodoncia regenerativa, defini6 a la regeneracion endodéntica como un
“procedimiento biolégico disenado para reemplazar tejidos dentales danados, incluyendo a
la dentina y estructuras radiculares, asi como células del complejo dentinopulpar”. Cabe

mencionar que este Comité entr6 en vigor desde el afio 1996, pero no fue sino hasta el



2012 cuando se agregd como parte de la terminologia de la Asociacion Dental Americana.
Entre los avances mas significativos en este campo estan las investigaciones de
revascularizacion pulpar, la terapia de células troncales postnatales, la implantacion de

andamios pulpares, la impresién tridimensional celular y la terapia génica. (8,9,35)

3.2. Complejo dentinopulpar

El complejo dentinopulpar (figura 1) esta conformado por dentina y pulpa, tejidos
que comparten un origen embrioldgico, histoldgico y funcional. La composicién de la dentina
es de un 30% de materia organica y agua y un 70% de materia inorganica; la pulpa dental
esta constituida por un tejido conectivo vascularizado que llena todo el interior del érgano
dentario, cuyo estroma conjuntivo laxo es su sostén. La pulpa y la dentina se unen por
prolongaciones odontoblasticas y tubulos dentinarios, alrededor de los cuales se encuentra
una sustancia intersticial organica que conforma la dentina tubular. La predentina, es la

dentina méas cercana a la pulpa y se encuentra en constante formacion y modificacién

durante toda la vida. (36)

N &N - <

Figura 1. Microfotografias del complejo dentinopulpar (SEM 7000:1, prepublicacion "Visual Biology in

Dental Medicine" de publicaciones Quintessence)(37)

En la pulpa podemos encontrar distintas zonas, iniciando desde la dentina donde se

encuentra una zona rica en odontoblastos, axones amielinicos terminales y capilares, que



en conjunto con las fibras de Von Korff constituyen la membrana Eboris. La siguiente zona
pulpar es la subodontoblastica, que incluye al plexo subodontoblastico de Raschkow,
conformada principalmente por fibroblastos, capilares sanguineos y pocos elementos
celulares. Mas abajo encontramos la zona rica en células, con fibroblastos, células
mesenquimales y macréfagos. La siguiente zona es conocida como central y esta

compuesta por tejido conectivo laxo, troncos nerviosos y vasculares. (36)

La matriz inorganica de la dentina estd compuesta por cristales de hidroxiapatita
mas pequefios y delgados que los cristales del esmalte; en este sentido son mas similares
a los cristales presentes en el hueso. Los cristales se orientan de forma paralela a las fibras
colagenas, ademés de encontrarse fosfatos amorfos, carbonatos, sulfatos y
oligoelementos, como fltor, cobre, zinc, hierro y magnesio entre otros. (38—40)

La matriz organica de la dentina estd compuesta en un 90% de coldgeno y un 10%
de proteinas no colagenas, principalmente una familia de glucoproteinas fosforiladas de la
matriz que se conocen como SIBLINGS (Small Integrin-Binding Ligand, N-linked
Glycoprotein o proteinas con el tripéptido RGD, relacionadas con la integrina). Estas
proteinas también se encuentran en tejidos biomineralizantes como el hueso y el cemento
y también comparten reguladores de formacién y sefializadores tales como el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento derivado de plaguetas (PGF), factor
de crecimiento epidermal (EGF), factor de crecimiento insulinico (IGF), factor de crecimiento
tumoral alfa (TGF-a), IL-B1, etcétera. A pesar de las similitudes entre las matrices de
mineralizacion de los distintos tipos de tejido 6seo, existe una diferencia notable del tejido
dentinogénico, la proteina DSPP (sialofosfoproteina dentinaria), cuyo gen del mismo
nombre codifica para la sialoproteina y la fosfoproteina dentinaria; es especifica de los
odontoblastos y se encuentra mayormente en tejidos que conforman el complejo
dentinopulpar. (38,39,41)
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Figura 2. Representacion gréafica del gen DSPP y su protocolizacién en DPP Y DSP (créditos a la

pagina de decoracién genémica del NCBI y al libro Human Genetics de Ricki Lewi, McGraw Hill) (42)

El gen DSPP, localizado en el brazo corto del cromosoma 4 (4g21.3), codifica la
proteina DSPP (figura 2). Poco después de ser sintetizada, esta proteina se divide en dos
proteinas mas pequefias, la sialoproteina dentinaria (DSP) en el extremo amino terminal y
la fosfoproteina dentinaria (DPP) en el extremo carboxilo terminal. A mitad de la secuencia
se encuentra una pequefia proteina llamada glicoproteina dentinaria (DGP, por sus siglas
en inglés). Se considera que la DSPP es sintetizada en su totalidad como proteina
precursora y procesada proteoliticamente en DSP, DGP y DPP, por proteasas como la
proteina morfogenética-1 (BMP-1, por sus siglas en inglés). La expresion del gen DSPP se
asocia con dentinogénesis y ocurre posterior a la formacién de matriz colagena de la
predentina. La DSP y la DPP, son proteinas expresadas abundantemente en los

odontoblastos y se consideran indicativos de odontoblastos maduros. Bégue-Kirn y cols.



relacionaron a esta proteina exclusivamente con los odontoblastos, aunque Alvares report6

posteriormente que se puede encontrar en otros tipos de tejidos. (43)

3.3. Células troncales

Las células troncales se forman durante etapas tempranas del desarrollo
embrionario y se caracterizan por ser totipotenciales, es decir que a partir de ellas se
pueden generar todos los linajes celulares del organismo adulto y por poseer una capacidad

ilimitada para dividirse manteniendo sus mismas caracteristicas. (44,45)

Las células troncales evitan un crecimiento descontrolado (asociado con procesos
tumorales) por medio de homeostasis de proliferacion y diferenciacion. Estas células se
encuentran muy activas durante el desarrollo humano, sin embargo, en la edad adulta se
encuentran en estado de quiescencia o reposo, lo cual las protege de agresiones externas
fisicas, quimicas o de envejecimiento celular. En conjunto las células troncales se auto
regulan y auto mantienen. Existen varios tipos de células troncales entre los que se

encuentran las embrionarias o fetales, adultas, amnioticas y las pluripotentes. (44,45)

3.4. Células troncales de la pulpa dental (CTPD)

Entre las células troncales adultas se encuentran las de la pulpa dental, que es un
tejido conectivo blando dentro del 6rgano dentario. Se considera que la extraccién de
células troncales de la pulpa dental es un procedimiento no invasivo, comparado con otras
areas de extraccion, ya que se aislan de 6rganos dentarios que normalmente serian

desechados posterior a su extraccion. (46)

La pulpa dental contiene células troncales mesenquimales definidas como células
troncales de la pulpa dental (por sus siglas, CTPD), las cuales estan contenidas en dientes
humanos primarios y permanentes. Otras fuentes de células troncales dentales son los
organos dentarios deciduos (por sus siglas en inglés, SHEDSs), la papila apical (SCAPSs), el
ligamento periodontal (PDLSCs) y el foliculo dental (DFPCs). (46)

Las CTPD pertenecen a un grupo de células postnatales. Su linaje esta

comprometido hacia odontoblastos u otras células similares a las células nerviosas. Se

10



caracterizan por poseer una capacidad ilimitada de autorenovacion, asi como por una
posicion de pasividad en una pulpa sana. Durante la mitosis, estas células se dividen en
nuevas células troncales. Las células troncales hijas, con menor capacidad de
autorenovacion, se caracterizan por una gran actividad proliferativa y generan las células
diferenciadas, tales como osteoblastos, odontoblastos, condrocitos y células nerviosas. La
dentina de reparacion es una respuesta de las CTPD ante agresiones externas. Esto
sucede porque la muerte de los odontoblastos estimula una cascada de sefializacion en la
matriz extracelular, de tal manera que estimula la proliferacién y diferenciacion de las CTPD,

ultimando a la formacién de una nueva generacion de odontoblastos. (47,48)

Las CTPD pertenecen al grupo de células troncales de origen mesenquimal (MSC,
por sus siglas en inglés). La Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) dictaminé 3
criterios para caracterizar a las MSC, a saber:
1. Morfologia fibroblastoide y adherencia al plastico en condiciones estandar de cultivo
2. Expresién de antigenos de superficie especificos positivos a CD73, CD90, CD105 y
negativos a los marcadores de células hematopoyéticas (CD45 y CD34)
3. Capacidad de diferenciacién in vitro hacia osteoblastos, adipocitos y condrocitos.
(49)

Es importante mencionar que las MSC no expresan moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad tipo I (MHC II) y expresan constitutivamente bajas cantidades de
moléculas del complejo de histocompatibilidad tipo | (MHC |); esta caracteristica posiciona
a las MSC préacticamente indetectables al sistema inmune, ya que estas moléculas son las
responsables de gue los linfocitos rechacen los tejidos trasplantados y detecten elementos

extrafios. (50)

Por todo lo anterior, las CTPD representan una indiscutible fuente de terapias para
la medicina regenerativa; a continuacion, se describen algunas aplicaciones de las CTPD:
1) Regeneracion pulpar. En orden de poder crear pulpa funcional, se debe considerar que
el tejido regenerado debe estar vascularizado, incluso desde el foramen. Los odontoblastos
recién diferenciados, deben existir en forma de dentina en las paredes del espacio radicular
y finalmente, la dentina debe ser producida por los odontoblastos diferenciados de la
dentina existente. (25,46)

2) Reconstruccion dental. Un diente perdido que tenga funcionalidad bioldgica debe incluir
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la regeneracion de la raiz y del ligamento periodontal, con nervios y vasos sanguineos.
(25,46)

3) Neurologia. La pulpa dental también ha sido propuesta como terapia para nervios
periféricos dafiados. Inicialmente las células pulpares fueron trasplantadas en un gel de
colageno e infundidas dentro de un tubo de silicona que se reposiciond a 7 mm de la brecha
de la rama del nervio facial de ratas. Las células troncales formaron vasos sanguineos y
tejido de mielinizacion, que contribuyeron a la regeneracion neuronal. (25,46)

4) Angiogénesis y vasculogénesis. Las células troncales pulpares pueden ser utilizadas
para estimular la vasculogénesis como un tratamiento para la enfermedad isquémica.
(25,46)

5) Endocrinologia. La terapia celular para enfermedades del higado requiere una derivacion
hematopoyética de las células troncales. Las células troncales de la pulpa dental se han
logrado diferenciar exitosamente en hepatocitos. (46)

A pesar de la revolucion cientifica que representan las células troncales
mesenquimales para la medicina, aun existen mecanismos de interaccion entre mediadores

de inflamacién y procesos patoldgicos que aln no han sido totalmente comprendidos. (50)

3.5. Biomateriales en endodoncia regenerativa

Uno de los problemas mas importantes a resolver por la endodoncia regenerativa,
es la implementacion y mejoramiento de biomateriales gque impacten positivamente en la
regeneracion de tejidos pulpares y periapicales. La Sociedad Europea de Biomateriales
realizd un consenso en 1992, donde definid al biomaterial como “material destinado a
formar una interfase con los sistemas biolégicos para evaluar, medicar, aumentar o
reemplazar cualquier tejido, érgano o funciéon del organismo”. En ese mismo consenso
realizado en Amsterdam, introdujeron a los biomateriales de tercera generacion, disefiados
con el objetivo de “estimular a nivel molecular la proliferacion y la organizacion de la matriz
extracelular natural (scaffold),” que permita el desarrollo de la ingenieria de tejidos (in vitro)
y la regeneracioén de tejidos (in vivo). Las propiedades de los biomateriales y la respuesta
celular son factores de suma importancia para lograr la regeneracion tisular guiada en el

sistema de insercion pulpar y periapical. (51,52)
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Entre los mayores avances cientificos en el campo de la endodoncia regenerativa,
se encuentra el desarrollo de los biomateriales de tercera generacion. Estos materiales
promueven la integracion tisular, por medio del direccionamiento controlado de los procesos
inflamatorios y de reparacion tisular. Como ejemplo de biomateriales de tercera generacion,
podemos citar a los vidrios bioactivos y a los biomateriales de soporte para ingenieria de
tejidos, que influyen en el proceso inflamatorio y modulan la regeneracion tisular del sistema

de insercién dental (cemento, periodonto y cortical 6sea). (53)

Los biomateriales endodoénticos son principalmente cementos de silicato tricalcico
compuestos por un polvo y un liquido que al mezclarse forman una pasta que endurece o
fragua a cierto tiempo y temperatura y se une a una superficie. El cemento dental es un
producto de una reaccién quimica entre un acido y una base, los mas comunes son los
oxidos y los hidroxidos. En la endodoncia los cementos no solamente sirven como agentes
cementantes, sino también como aislante térmico, quimico y eléctrico de la pulpa dental.
(54,55)

El biomaterial mas ampliamente utilizado en los tratamientos endodénticos es el
hidréxido de calcio Ca(OH),, constituido por un polvo blanco que se forma por la calcinacion
del carbonato de calcio; tiende a formar carbonato con el anhidrido carbénico del aire.
Presenta baja solubilidad y un pH alcalino de 12.4. Usualmente se prepara con solucion
fisiol6gica o agua estéril. EI mecanismo de accion del hidroxido de calcio es la disociacion
i6nica. La alcalinizacién producida induce el rompimiento de los enlaces i6nicos de las
proteinas de las bacterias, sin embargo, no limita su crecimiento en tejidos vivos, ya que la
concentracion de iones hidroxilo se ve reducida por la capacidad amortiguadora de la
dentina, la cual presenta una alta tensién superficial, dificultando la entrada del Ca(OH). a

los tubulos dentinarios y no propicia un sellado marginal. (56-58)

En respuesta a las limitaciones del hidréxido de calcio, han surgido nuevos
biomateriales para los protocolos clinicos endodonticos, entre los cuales destaca el mineral
trioxido agregado (MTA), material derivado del cemento Portland (CP). EI MTA fue descrito
inicialmente por Lee y Torabinejad (1993), quienes afirmaron que este material contiene
una composicion quimica similar al CP a excepcion de la adicién del 6xido de bismuto, que
favorece la radiopacidad del material y mejores propiedades de manipulacién. Los

resultados de sus investigaciones arrojaron que tiene un comportamiento biolégico similar
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al CP y provee de una barrera fisica impenetrable al fraguar. El MTA fue aceptado por la
FDA en 1998. Para 1999 fue lanzado al mercado bajo el nombre comercial de Pro Root
MTA® por la casa comercial Dentsply®, siendo en principio un polvo gris. Posteriormente,
en el afio 2002 se comercializ6 como un polvo blanco. La diferencia entre el polvo blanco y
el gris radica en que el polvo blanco contiene significativamente menos éxido de hierro.
(18,59-61)

A pesar de las notables caracteristicas del MTA en la practica clinica, Aponte, Araki
y Menezes coinciden en que el elevado costo del MTA frente al CP es una desventaja, ya
que poseen una composicién y utilidad clinica muy similar. Numerosos estudios se han
llevado a cabo comparando la composicién quimica del CP y del MTA. Camilleri, Garcia
Aranda y Rodriguez analizaron los elementos del CP, encontrando principalmente calcio,
silica y aluminio, con algunos elementos traza como el magnesio, el potasio y el sodio; en
el MTA detectaron elementos traza como el fosforo, el cromo y el hierro, aun cuando los
cementos eran blancos. Flores Aranda y cols., analizaron el CP blanco y el MTA Angelus®
blanco con la técnica PIXE (técnica empleada para determinar la composicion de los
elementos de una muestra de material, por medio de emision de rayos X inducida por
protones, en un acelerador de particulas). Sus resultados fueron similares en cuanto a la
composicion de elementos traza en el CP blanco y en el MTA encontrando cromo, zirconia,
hierro y manganeso; adicionalmente en el MTA hallaron cobre y estroncio. Concluyeron que
los elementos principales (calcio, silica y aluminio) se encuentran en porcentajes altos en
ambos materiales. Los elementos férricos se hallaron en un bajo porcentaje, ya que ambos
cementos analizados eran blancos, asi como también hubo ausencia de la fase férrica,
como se presenta en los cementos grises. Se encontrd mayor cantidad, de sulfuros en el
CP blanco que en el MTA, ausencia de sulfato de calcio en el MTA y ausencia de 6xido de
bismuto en el CP. En ambos materiales las fases mineralizantes fueron silicato dicalcico,

silicato y aluminato tricalcicos. (61,62)

A nivel mundial, el CP funge como el cemento mas comudn y de uso cotidiano. Fue
creado por Koseph Aspdin en Inglaterra, en el afio de 1824. Se compone principalmente
fases impuras: fase alita (silicato tricalcico Ca3SiO°®), fase belita (silicato dicalcico, Ca2SiO?),
fase aluminada (aluminato tricalcico, CaAl?Q®) y fase ferritica (aluminoferrita tetracélcica,
Ca?(Al/lFe) O°) que contiene un 15% de iones de sustitucion. Adicionalmente, alrededor de

5% del peso es yeso, CaSO*. Los silicatos tricalcicos del material constituyen alrededor del
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75% del peso del CP; y al reaccionar con el agua pueden formar dos nuevos compuestos:
el hidroxido de calcio y el hidrato de silicato de calcio. La fabricacion del cemento ocurre en
tres fases: preparacion de la mezcla de la materia prima, produccion del “Clinker” y
preparacion del cemento. La materia prima para la produccién del CP consta de minerales
gue contienen 44% de éxido de calcio (CaO), 14.5% de éxido de silicio (SiO), 3.5% de éxido
de aluminio (AI20?%), 3% de 6xido de hierro (Fe?03), 1.6% de 6xido de magnesio (MgO). (63—
69)

Existe una variacion del CP, el CP blanco, producida al minimizar los componentes
de hierro y manganeso. De esta variacion se derivan algunos MTA como el ProRoot®
blanco, al cual se le adiciona 6xido de bismuto. El 6xido de bismuto actia como un agente
de radiopacidad, el cual retrasa el proceso de hidratacién, incrementa la porosidad y
disminuye la resistencia mecénica y durabilidad de la matriz del cemento. Adicionalmente
se ha reportado que el 6xido de bismuto es téxico para las CTPD. Existen alternativas a
este elemento como el éxido de zirconia, el sulfato de bario y la tantalita, que se busca sean
materiales radiopacificadores, bioinertes, biocompatibles, en adiciones que van del 10 al
20% y que excedan los 3mm de aluminio de radiopacidad segun la norma ISO para
selladores endodénticos (ISO 6876/2002). Estos agentes requieren de mayor
concentracion que el 6xido de bismuto para lograr los mismos niveles de radiopacidad en
los cementos, aungue Hungaro y cols. mencionaron que no existen diferencias significativas

entre la radiopacidad de los cementos. (69,70)

El CP es radiogréaficamente poco visible, su radiopacidad es semejante a la dentina;
posee un pH de 9, sin embargo, posterior a la hidratacion, alcanza un valor de 12.3 a 12.9
lo que le confiere propiedades antimicrobianas y de biocompatibilidad. Estas caracteristicas
lo postulan como un cemento Gtil en aplicaciones clinicas endodénticas. Se ha demostrado
la efectividad del CP en otras aplicaciones clinicas, tales como pulpotomias y cirugia
periapical, debido a la capacidad de adhesién celular, que favorece la formacién de tejido
duro y blando. También se ha reportado que el cemento Portland no es téxico y promueve
la cicatrizacion 6sea. Adicionalmente se ha comprobado su efectividad antimicrobiana ante
cepas como el Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans, sin ninguna
efectividad contra Escherichia coli. Con todas estas caracteristicas, el CP es una alternativa

viable frente al MTA y deméas cementos bioceramicos utilizados en la practica endodéntica.
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Sin embargo, es necesario profundizar en estudios de citotoxicidad y biocompatibilidad para

analizar los riesgos de utilizarlos en seres humanos. (61,66,68)

El MTA es hoy por hoy el lider indiscutible de los materiales para terapias pulpares,
gracias a sus propiedades bioactivas y no citotdxicas. A pesar de que inicialmente surgio
como un material para cirugias periapicales, se han documentado con éxito diversos
procedimientos durante 23 afos, tales como pulpotomias, recubrimientos pulpares directos,
apicogénesis, apicoformaciones, revascularizaciones pulpares y reparacion de defectos
dentales profundos. Aun asi, presenta ciertas desventajas, como la pigmentacion dental, lo
cual es perjudicial si los dientes involucrados son anteriores. En pacientes pediatricos es
de suma importancia contar con materiales practicos, de facil manipulacion y fraguado. Para
ello surgié un nuevo material en el mercado, el NuSmile NeoMTA®, que posee ventajas
sobre otros tipos de MTA. Es de menor costo y resuelve, segun el fabricante, varios de los
inconvenientes de los MTA convencionales. (19)

El material NuSmile NeoMTA®, es un cemento bioceramico en forma de gel coloidal
formado por la mezcla de un gel y polvo. Se indica principalmente para tratamientos
pulpares en la odontologia pediatrica y produce la precipitacion de fosfatos célcicos,
promoviendo los puentes dentinarios. Estd compuesto principalmente de silicato tricélcico,
tantalita, silicatos dicalcicos, sulfatos de calcio y silica, mezclado con un gel basado en
agua. No provoca coloraciones y es compatible con restauraciones dentales como las

coronas de zirconia y composite. (56)

Para la endodoncia regenerativa, el biomaterial ideal debe cumplir ciertas

caracteristicas:

1. Tener la capacidad de adaptarse al medio bucal sin ser afectado, es decir, presentar
caracteristicas reoldgicas de plasticidad, viscosidad dindmica y viscosidad de
compresion que permita la adaptacion a la compleja morfologia radicular.

2. No modificar tridimensionalmente la anatomia radicular al fraguar.

3. Poseer propiedades antimicrobianas, por lo tanto, debe liberar sustancias que
inhiban o neutralicen el crecimiento del biofilm endodéntico pulpar y periapical
caracteristico.

4. Lograr un adecuado sellado.
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5. Biocompatible. No debe inducir toxicidad, mutagénesis, carcinogénesis o0 alguna
otra reaccion desfavorable al huésped.

6. Propiedades biocerdmicas para su facil manipulacién y fraguado.

7. Propiedades mecanicas similares a los tejidos dentales, para poder soportar las
cargas masticatorias y parafunciones, inclusive.

8. Bioactivos. Debe poder interactuar con el huésped, para inducir la diferenciaciéon
celular y propiciar la regeneracion tisular pulpar y periapical.

9. Radiopacidad adecuada. (53,71)

En la busqueda del biomaterial endodéntico ideal, los estudios “in vitro” que evaluen
el comportamiento celular, son estrictamente necesarios, ya que es fundamental
asegurarnos que los materiales que estaran en contacto directo con el paciente no generen
toxicidad. Adicionalmente es necesario profundizar acerca de como interactian con las
células y como pueden producir una diferenciacion favorable encaminada hacia una
verdadera regeneracion. Comunmente se realizan cultivos celulares para poner en contacto
los materiales investigados con los linajes celulares, con el fin de contabilizar tasas de

proliferacion celular y zonas de apoptosis. (71)

Las CTPD son consideradas las progenitoras de los odontoblastos, que son capaces
de proliferar y diferenciarse hacia células odontoblasticas para producir nueva dentina. Las
CTPD intervienen en el proceso de reparacion del complejo dentino pulpar, a través de la
diferenciacion a odontoblastos. Se ha demostrado que los cementos de silicatos tricélcicos
inducen la diferenciacion de las CTPD, a través del proceso regulado por una compleja red
de moléculas sefializadoras, vias, receptores y sistemas de control de transcripcion. Las
moléculas de sefalizacién y la respuesta de las CTPD son los factores claves en la

regeneracion pulpar y en la dentinogénesis. (43)

3.6. Estudios de biomateriales endodénticos en CTPD

Desde que Kakehashi y cols. en 1965 realizaron el primer reporte confirmando que
las bacterias son las causantes de la inflamacion pulpar, la ciencia endodéntica se ha
enfocado en lograr una desinfeccién 6ptima de los conductos radiculares. Durante afios se
han tratado las diversas patologias pulpares y periapicales, obteniendo con éxito la

reparacion de los dafios tisulares, a través de la obturacion tridimensional. Estos esfuerzos
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han logrado restablecer la salud bucal a los pacientes afectados. Sin embargo, gracias al
advenimiento de nuevas tecnologias y al desarrollo de biomateriales, se esta cada vez mas
cerca de, no solo reparar las lesiones, sino de lograr una verdadera regeneracion dental.
La comunidad cientifica actual, no sélo se enfoca en comprender la interaccion entre los
biomateriales y los tejidos pulpares y periapicales en términos de biocompatibilidad
histologica, sino que también se preocupa por entender el potencial de estos materiales
para modular el tejido intervenido a nivel celular y molecular, utilizando el abordaje de las

células troncales, encaminadas hacia una regeneracion autéloga. (72—74)

Gronthos y Batouli confirmaron que las CTPD fueron capaces de diferenciarse hacia
odontoblastos. Este grupo de odontoblastos expresd el gen de la sialofosfoproteina
dentinaria (DSPP), indicador de la dentinogénesis. Adicionalmente, Wei y cols. demostraron
que las CTPD aumentan la expresion del mRNA de DSPP y de fosfoglicoproteina de la
matriz extracelular, que son indicadores diferenciales de la progresion celular en el linaje
odontobléstico. (41,75)

Min y cols. evaluaron al CP como favorecedor de la mineralizacion en CTPD.
Encontraron la expresion de mRNA de DSPP aumentada en contacto con el CP a diferencia
del grupo control, por lo cual sugirieron que este cemento facilita la diferenciaciéon a
odontoblastos y la formaciéon de dentina en pulpa dental. Wang y cols. evaluaron la
citotoxicidad del CP en CTPD; sus resultados demostraron la biocompatibilidad celular por
medio de ensayos de viabilidad. Sugieren al CP como un candidato potencial para la terapia
pulpar y como un material coadyuvante para la regeneraciéon pulpar. Mencionaron gue los

mecanismos de los efectos del CP permanecen inciertos. (76,77)

Ortolani presenté los resultados de su investigacién en 2015; entre sus resultados
menciond que el cemento sellador AH PLUS (cemento endoddntico resinoso utilizado
rutinariamente como obturador de tratamientos de conducto convencionales), presenta una
alta toxicidad para las células troncales del ligamento periodontal, en comparacion con el
cemento MTA fillapex®, por lo que se deduce, que algunos de los cementos empleados dia
a dia para sellar los conductos, no propician la regeneracion dental, a diferencia de los

cementos basados en silicatos tricalcicos. (78)
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Huang y cols. realizaron un estudio para regenerar pulpa dental y dentina por medio
de regeneracion tisular guiada, utilizando CTPD y células troncales de la papila apical.
Implantaron estas células en un andamio de poly-D, L-lactico-glicélico, insertado en
fragmentos dentales y transplantados en ratones. Sus resultados mostraron que los
conductos radiculares fueron ocupados por un tejido similar al pulpar de novo, con una
vascularizacion bien establecida. Utilizaron un sellador de MTA y la dentina neoformada

expresé el gen DSPP, indicando la posible diferenciacién a odontoblastos. (79)

Diversos estudios han evaluado la viabilidad celular de las CTPD en presencia de
cementos tricalcicos tales como Biodentine®, MTA Angelus®, OrthoMTA®, MicroMega
MTA®, cemento Portland, Endocem® y no se hallaron diferencias significativas en cuanto
la expresion de genes tales como el gen de DSPP. Aun es desconocida la razon por la cual
los cementos tricélcicos inducen la diferenciacion odontoblastica, sin embargo, se cree que
es debido a la liberacion de iones de calcio que activa la via de sefalizacion MAPK
(Proteinas quinasas activadas por mitégenos). Esta a su vez activa la expresion de mRNA
de genes asociados a la diferenciacion odontoblastica. Por otro lado, se ha reportado en
estudios de expresion genética que los iones de silicio acttan como promotores
odontoblasticos y estan relacionados con el metabolismo, la sintesis de colagena, la
mineralizacion ésea y en la formacion de tejido conectivo. Adicionalmente estos estudios
refieren que los materiales silicos promueven la actividad osteoclastogénica. Los cementos
tricalcicos estan envueltos en la regulacién de la mayoria de los genes que expresan para
osteogénesis, dentinogénesis y reducen los niveles de mRNA de ciclooxigenasas y
proteinas proinflamatorias de la pulpa dental. Por todo lo anterior podemos mencionar que
los estudios que ponen en contacto CTPD con materiales derivados de silicatos tricalcicos
han demostrado que existe un mayor nivel de activacion génica, lo cual se puede traducir

en una reparacion mas efectiva del complejo dentinopulpar. (14,43,80-86)
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V. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar in vitro, la respuesta y diferenciacion dentinogénica de las células troncales de
la pulpa dental (CTPD) en presencia de los materiales cemento Portland blanco y NuSmile
NeoMTA®.

4.2. Objetivos especificos

1. Establecer un cultivo primario de células troncales procedentes de pulpa dental y
caracterizar su origen mesenquimal.

2. Evaluar el efecto del cemento Portland blanco (modificado con sulfato de bario u
oxido de zirconia) y del NuSmile NeoMTA® sobre la proliferacién de las células
troncales de pulpa dental (CTPD).

3. Evaluar el efecto del cemento Portland blanco (modificado con sulfato de bario u
oxido de zirconia) y del NuSmile NeoMTA® sobre la morfologia de las células
troncales de pulpa dental (CTPD).

4, Evaluar el efecto del cemento Portland blanco (modificado con sulfato de bario u
oxido de zirconia) y del NuSmile NeoMTA® sobre la diferenciacién dentinogénica de
las células troncales de pulpa dental (CTPD) mediante la expresion de la proteina
DSPP.

5. Determinar la hemocompatibilidad de los materiales de estudio.
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V. HIPOTESIS
El cemento Portland blanco modificado con 6xido de zirconia, o con sulfato de bario

y el cemento NuSmile NeoMTA®, mejoran la proliferacion de las células troncales de la

pulpa dental, son hemocompatibles e inducen la diferenciacién dentinogénica.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Tipoy disefio del estudio

Descriptivo, transversal, experimental y prospectivo.

6.2  Diagrama metodologico
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Figura 3. Diagrama del disefio experimental y metodologia.



6.3 Obtencién de pulpa dental

El cultivo celular primario de células troncales de pulpa dental se obtuvo a partir de
pulpa dental de érganos dentarios extraidos. Se realizaron dos extracciones (por motivos
ortodénticos, ajenos a este proyecto) de 6érganos dentarios con estructura coronaria integra,
de pacientes que aceptaron donarlos a través de un consentimiento informado (Anexo 1) y
de un consentimiento informado perteneciente al Proyecto FODO-2019-0008 Las
exodoncias fueron realizadas por odontélogos de la Clinica de Cirugia de la Facultad de
Odontologia de la UADY, utilizando el siguiente protocolo:

1. Asepsiay antisepsia del campo operatorio con Microdacyn 60®.
Aplicacion de anestesia con lidocaina/epinefrina al 2%.
Debridacién con explorador y periostétomo.

Luxacion con elevador recto numero 3y forceps (figura 4).

Control de la hemostasia con gasa a presion.

o oA w N

Medicacién postoperatoria (antibidticos, analgésicos y antiinflamatorios). El
seguimiento clinico postquirdrgico se realiz6 evaluando el estado general, el aspecto

de la herida y de la zona intervenida, el sangrado y el exudado.

Inmediatamente tras la extraccion, los érganos dentarios se depositaron en solucién
salina (figura 5) y fueron trasladados al Laboratorio Traslacional de Células de Origen Bucal
de la Facultad de Odontologia de la UADY, en donde se realizd la odontoseccion, con la
técnica horizontal (corte en la uniébn amelocementaria) con turbina de baja velocidad
(Micromotor MDC 11I®, México) a 25 000 rpm, bajo irrigacién continua con solucién salina,
en la campana de bioseguridad de flujo laminar vertical (DCB 1200V Ulbrecht®, México).
Posteriormente se extrajo el contenido de la pulpa con lima nimero 15 (K File, Dentsply®,
USA) y pinza estéril; se coloco en microviales con medio D-MEM estéril Gibco® (figura 5),
suplementado con antibiéticos (penicilina 100U/mL y estreptomicina 100 pg/ml). Los
microviales fueron colocados en una nevera con congelante y trasladados al Laboratorio de
cultivo celular del area de Biomateriales del Centro de Investigaciones Cientificas de
Yucatén (CICY).
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Figura 4. Extraccion simple de érgano dentario.

Figura 5. A. Pulpa dental colocada en solucion fisiolégica. B. pulpa dental colocada

en medio de cultivo.
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Tras la obtencién del tejido pulpar de los 6rganos dentarios, se utiliz6 una muestra
pulpar para la realizacién de corte transveral y fijacion con tincién de azul de toluidina. La
materia prima fue fijada en solucién FAA (formaldehido, alcohol, acético) y deshidratada
por medio de inmersidbn de alcoholes a distintas concentraciones. Las muestras
deshidratadas se embebieron en la solucién de infiltracion de resina JB-4 (Sigma Aldrich,
USA) y fueron cortadas en secciones de 8 um en un micrétomo de rotacion (Thermo
Scientific® HM 325, USA) las cuales se adhirieron mediante calor a un cubreobjetos. La
muestra seleccionada se tifié con azul de toluidina al 2%. Para ello los tejidos se colocaron
en contacto con el colorante durante 45 segundos. Posteriormente el exceso de colorante
fue retirado mediante varios lavados con agua destilada y puesto a secar a temperatura
ambiente. (87)

6.4 Cultivo y expansién de CTPD

La obtencion de las células de la pulpa dental se realizé en una campana de flujo
laminar horizontal (bioseguridad clase II, Air Science®, USA) bajo condiciones estériles.
Previamente se preparo la solucion de PBS (tampdn fosfato salino solucion madre 10X, con
agua estéril 9:10) suplementada con 1% de solucion antibiética y antimicética. Se prepar6
el medio D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma Aldrich®, Alemania) y se le
afiadié 10% de suero fetal bovino (SFB, GIBCO®, USA) con 1% de solucién antibiética y
antimicética. El medio de cultivo fue esterilizado por filtracién con un filtro de 0.22 um. Se

preparé la colagenasa tipo | con 100 U/ml en medio D-MEM.

La pulpa dental (PD) se lavé con 5 ml de PBS en tres ocasiones para eliminar la
sangre residual. Se realizd la disgregacion mecanica con bisturi nimero 15 y asi obtener
fragmentos pulpares de aproximadamente de 1 mm?3 los cuales se digirieron
enzimaticamente con colagenasa tipo | y dispasa durante 90 minutos. El tejido digerido se
centrifugd por 10 minutos a 220 RPM; se recogio el precipitado y la suspension celular se
sembr6 en medio D-MEM completo (suplementado con 10% de SFB, L-glutamina,
aminoacidos no esenciales, anfotericina B, penicilina y estreptomicina) en botellas de cultivo
tipo T de 25 cm? de superficie (figura 6). Una muestra pulpar sin disgregacion enzimatica

también fue sembrada. (12)
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Los cultivos se incubaron a 37 °C y 5% de CO; en una incubadora humidificada
(Binder, Alemania) para su proliferacién. EI medio de cultivo fue reemplazado cada 48
horas. Las células fueron observadas a diario durante 14 dias, hasta obtener el 90% de
confluencia. En ese momento las células se desprendieron con una solucion de
tripsina/EDTA al 0.25% para cultivarlas en dos botellas nuevas con medio de cultivo
completo. Las células fueron expandidas por 7 dias hasta alcanzar su maxima confluencia.
Se obtuvieron aproximadamentel2 millones de células del cultivo primario realizado por
digestién enzimatica, las cuales fueron congeladas a -20°C en alicuotas con DMSO, hasta
su utilizaciébn en las pruebas de caracterizacidon inmunofenotipica y en los ensayos

experimentales.

Figura 6. Botellas de cultivo con CTPD

6.5 Inmunotipificacién de CTPD
Para la confirmacion del linaje mesenquimal de las células empleadas en el
proyecto, se realizo la técnica de identificacion de marcadores de superficie por medio de

citometria de flujo, la cual se llevo a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Bioquimica
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y Microbiologia de la Facultad de Enfermeria y Nutricion UASLP y del Laboratorio de
Biomedicina Molecular del Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica
(Proyecto CONACYT 2092).

La citometria de flujo constituye una técnica automatizada y altamente sensible para
el estudio del inmunofenotipo de células mesenquimales. Este procedimiento permite
realizar andlisis multiparamétricos de los componentes celulares en suspension, de una
manera individual, célula a célula, a través de sus caracteristicas fisicoquimicas, e
identificacion de la expresién de proteinas celulares. Esta técnica emplea anticuerpos
monoclonales (AcMo) unidos a fluorocromos, que son detectados y visualizados mediante

un sistema informatico. (88)

Se emplearon células del cuarto pase del cultivo primario. Se tripsinizaron y
contabilizaron con azul tripano y camara de Neubauer (figura 7) y se fijaron con solucién de
paraformaldehido (PFA al 4%). Se obtuvieron dos viales de un millén de células cada uno.
Los viales fueron almacenados en refrigeracion hasta su utilizacion en las pruebas de

inmunofenotipo.

Figura 7. Contabilizacién de células en cAmara de Neubauer.

Para la Inmunoatipificacion, los viales con las células previamente fijadas se

centrifugaron en microcentrifuga refrigerada (Eppendorf®, Alemania) a una velocidad de
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13,000 rpm durante 15 minutos a una temperatura de 22 °C. Una vez obtenidas las pastillas
celulares, se decant6 el PBS+PFA y se realizaron 3 alicuotas de cada una de las pastillas.
Cada alicuota contenia 190 pl de PBS y 2.5 ul de cada uno de los siguientes marcadores
de superficie (BD Stemflow Bioscience®, USA):
e CD 45 conjugado a FITC/CD 34 conjugado a PE (Isotipo 1gGi, k de raton. #341071
BD Bioscience®, USA)
e CD 90 conjugado a PE (Isotipo IgGi, k de raton albino. #55596 BD Bioscience®,
USA)
e CD 105 conjugado a FITC (Isotipo IgG1, k de ratén albino. #561443 BD Bioscience®,
USA)
e CD 73 conjugado a PE (Isotipo IgG1, k de ratén. #561014 BD Bioscience®, USA)
e 7AAD (#559925 BD Bioscience®, USA)

La gradilla con alicuotas de células/antigenos, se colocaron en agitacién en
termociclador (Thermo Mixer Eppendorf®, Alemania) a 950 rpm y 22 °C durante 10
segundos para homogeinizacién. La incubacion se realizé durante 2 horas en oscuridad;
las alicuotas fueron trasladadas al Laboratorio de Biomedicina Molecular del Instituto
Potosino de Ciencia y Tecnologia (IPICYT), donde se utiliz6 el citobmetro (FACS Calibur BD
Bioscience®, USA). Se revisaron los niveles de los buffers del citbmetro y una vez
adecuados, se selecciond la plantilla para panel de células mesenquimales BD validada
(BD STEM CELL KIT®, USA). Se colocaron los 195 pl de cada muestra en tubos de
poliestireno para citémetro (Trucount tubes, BD Bioscience®, USA) y se colocaron en el
lector intercalando las lecturas con buffer de limpieza (FACSclean BD Bioscience®, USA).
Se obtuvieron los datos por medio de grafico de puntos con la informacién referente a la

viabilidad y positividad al linaje mesenquimal de las poblaciones celulares analizadas.

6.6 Preparacion de los materiales CPBOZ, CPBSB y NuSmile NeoMTA®

La preparacion de extractos empleados en este estudio se realizé de acuerdo con
lo establecido en la norma ISO 10993-12, con el objetivo de simular las condiciones en que
los materiales interactian y fraguan dentro del complejo dentinopulpar. Los materiales de
estudio fueron cemento Portland blanco con adicion de 6xido de zirconia o sulfato de bario

como agentes radiopacificadores y el NuSmile NeoMTA®. (89)
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Cuadro 1. Materiales de estudio

Material Tipo Presentacién
Cemento Portland blanco  Bioceramico  Gel coloidal de silicato tricalcico. Preparacion
(Cruz Azul®, México) con agua estéril y polvo proporcion 3:1 con
oxido de zirconia al 10 o adicion de oxido de zirconia o sulfato de bario.
20% (CPBOZ).
Cemento Portland blanco  Bioceramico  Gel coloidal de silicato tricalcico. Preparacion
(Cruz Azul®, México) con agua estéril y polvo proporcion 3:1 con
sulfato de bario al 10 o adicion de oxido de zirconia o sulfato de bario.
20% (CPBSB).
NuSmile NeoMTA® Bioceramico Gel acuoso con MTA purificado y silica.

Preparacion del gel a base de agua y polvo
indicaciones del fabricante.

Para la obtencion de los extractos de los cementos, se mezclaron los materiales en

loseta de vidrio y posteriormente colocados en dos cajas de 6 pozos hasta obtener 2 mm

de grosor del material (figura 8). Cada pozo posee una superficie de 9.4 cm? y fueron

distribuidos de la siguiente manera:

1. 1350 mg de cemento Portland + 150 mg de 6xido de zirconia + 7 ml de agua estéril

en cuatro pozos de placa de 6 pozos obteniendo un area de 37.6 cm? y 2 mm de

grosor de material por pozo.

2. 1350 mg de cemento Portland + 150 mg de sulfato de bario + 7 ml de agua estéril

en cuatro pozos de placa de 6 pozos obteniendo un area de 37.6 cm? y 2 mm de

grosor de material por pozo.

3. 2 cucharillas de 1 g de NuSmile NeoMTA® + gel (8 gotas del gotero de gel NuSmile

NeoMTA®) en 4 pozos de placa de 6 pozos obteniendo un area de 37.6 cm?y 2 mm

de grosor de material por pozo.

Las placas con los materiales se dejaron fraguar durante 24 horas y posteriormente

se esterilizaron con luz ultravioleta en campana de bioseguridad, 30 minutos por cada lado

(figura 9). Una vez estériles, se cubrieron con medio de cultivo completo (3 ml por pozo) y

se colocaron en la incubadora humidificada en condiciones de 37 °C y 5% de CO,, durante

24 horas. Una vez producidos los extractos, fueron colocados en tubos conicos de 15 mly
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esterilizados con filtro de 0.22 um. En total se obtuvieron 12 ml de extractos de cada
material, para utilizarse en 3 diluciones por material a saber: 3 extractos sin dilucién, 3

extractos dilucion al 50% o ¥z y 3 extractos dilucion al 25% o Ya.

Figura 8. Preparacion de cementos para extractos.

Figura 9. Esterilizacion de los discos de los materiales para extractos.
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6.7 Ensayo de viabilidad y proliferacion

La proliferacién celular se midié utilizando el método colorimétrico Cell titer®, cuyo
ingrediente activo es la resazurina, un compuesto no toxico, permeable a las células, de
color azul intenso. Al interiorizarse en las células, el compuesto es reducido en la
mitocondria, creando un indicador de actividad metabdlica mitocondrial de viabilidad, al ser
efectivamente convertida hacia resorufina, lo cual emite una fluorescencia roja o rosa
brillante. Las células viables realizan esta reaccion, generando una medida cuantitativa de
la viabilidad. No produce lisis celular, lo que permite evaluar la proliferacién en el tiempo

que dure el experimento. (90)

Para simular las condiciones en que los distintos materiales interacttan con la pulpa
dental, realizamos una evaluacion de proliferacion in vitro, utilizando CTPD del cuarto pase
en contacto con los extractos obtenidos. El experimento se realizé en una placa de 96
pocillos, siguiendo el protocolo estandar establecido en las normas ISO 10993-5. (91)

Para la realizacion de este ensayo se cultivaron CTPD tripsinizadas en la caja de 96
pozos, con una densidad de 3000 células por pozo, utilizando medio de cultivo completo.
Una vez iniciado el experimento, se dej6é un periodo de adaptacion celular de 24 horas. Se
decant6 el medio de cultivo y se colocé nuevo medio en el control positivo y negativo; en
los pocillos experimentales se colocd cada uno de los 9 extractos (100 pl por pozo en
diluciones 1/1, % y Y4, asi como también la adiciéon de 20 ul de Cell Titer®, Australia), por
triplicado (figura 10). Se dejaron interactuar durante una hora y se midi6 el tiempo 0 de
absorbancia utilizando el lector multi modal Cytation 3 (Biotek®, USA) y el software de
lectura de micropozos Gen5 (Biotek®, USA). La absorbancia fue medida a 570-600 nm.
Posteriormente se repitieron las mediciones a las 24, 48, 72, 96, 120 y 144 horas. Se

almacenaron los datos hasta su analisis.
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Figura 10. Diagrama del ensayo de proliferacion de CTPD con extractos por triplicado. A1-A3: CTPD
con extracto de CPBOZ al 10% sin dilucion, dilucion Y2y dilucién % respectivamente. A4-A6: CTPD con extracto
de CPBSB al 10% sin dilucién, dilucién %2 y dilucion ¥a respectivamente. A7-A9: CTPD con extracto de NuSmile
NeoMTA® sin dilucion, dilucién ¥z y dilucién ¥4 respectivamente. C+: CTPD con medio de cultivo estandar como
control positivo; C-: CTPD con cobre como control negativo; R: Medio de cultivo sin células como blanco de
referencia colorimétrica.

6.8 Tincién de CTPD

Para evaluar la morfologia celular, se empleé un ensayo de tincion del citoesqueleto
celular con colorante de GIEMSA®. El colorante tiene como fundamento utilizar un contraste
entre colorantes 4acidos y basicos, para tefir las estructuras basicas y acidas
respectivamente. El colorante basico utilizado es el azul de metileno y sus derivados
oxidados (Azure Ay Azure B), mientras que el colorante acido es la eosina. Las estructuras
acidas de las células (tales como los acidos nucleicos y los granulos de los segmentados
basdfilos) se tifien con el azul de metileno. Las estructuras basicas de las células (tales
como la hemoglobina y algunos granulos eosinéfilos) son tefidos con la eosina. El azul de
metileno y el Azure se caracterizan por ser colorantes metacromaticos, por lo cual pueden
brindar una tonalidad variable a las distintas estructuras de acuerdo con la carga de poli
aniones que posean. (92)
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Para este ensayo, las células utilizadas en el experimento de proliferacién celular
que interactuaron con los extractos de los materiales de estudio fueron fijadas con
paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS. Para la tincion del citoesqueleto y del nicleo, se
utilizé el colorante Giemsa® conjugado (1:500) que se incubd durante 1 hora en oscuridad
a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados con PBS para retirar el exceso del
colorante y se procedi6 al secado a temperatura ambiente. Posterior al secado, las células

fueron visualizadas y examinadas en un microscopio optico para el analisis de la morfologia.

6.9 Ensayo de diferenciacién dentinogénica

Para la identificacién de la diferenciacion de las CTPD hacia un linaje dentinogénico,
se realiz6 la inmunodeteccion de la proteina DSPP (proteina indicativa de linaje
dentinogénico) por medio de la técnica de Western Blot. EI Western blot es una técnica
analitica utilizada para identificar proteinas especificas dentro de un complejo mayor de
proteinas, proveniente de extractos celulares o tejidos. Se realiza en tres etapas, a saber,
separacion de proteinas por tamafo (electroforesis en gel de acuerdo con el peso
molecular, estructura o hidrofobicidad), transferencia a un soporte sélido (membrana
adsorbente de nitrocelulosa) y visualizacion mediante la marcacion de proteinas con el uso
de anticuerpos primarios o secundarios apropiados (deteccién de la unién antigeno-

anticuerpo por actividad enzimatica o fluorescencia). (93)

El antigeno en este ensayo fueron los extractos totales de proteinas provenientes
de las CTPD en todas las condiciones experimentales y sus respectivos controles alos 7 y
14 dias del experimento. Para ellos las células del quinto pase fueron sembradas en cajas
de 24 pozos, a una densidad de 10,000 células por pozo, con cada uno de los medios
condicionados con los materiales de estudio por triplicado y sus respectivos controles
negativo (cobre) y positivo (células con medio de cultivo completo), mas un control de
expresion protéica con medio osteogénico (preparado con medio D-MEM en polvo, SFB al
10% (Gibco®), bicarbonato de sodio, buffer zwiteribnico Hepes, SFB al 10% glutamina,
piruvato de sodio, acido ascorbico (5 pug/ml), dexametasona (0.8 ul), beta-glicerofosfato
(2.16x10 * ug/ml), acidos no esenciales, antibiético-antimicético 1% (Sigma Aldrich®). Los
medios de cultivo fueron cambiados cada tercer dia. Una vez realizada la interaccion de los
medios condicionados mas las células, se realiz6 la extraccién de proteina en frio, de cada

uno de los pozos de estudio, decantando el medio de cultivo y realizando tres lavados con
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PBS. Posteriormente se coloc6 100 pl de tampdn de lisis de radioinmunoprecipitacion
(buffer RIPA Thermo Scientific®) para desprendimiento y lisis de las células troncales y se
colocaron en tubos conicos de 1.5 ml; se almacenaron en ultracongelador hasta su uso para

la prueba de inmunodeteccién de proteina.

Figura 11. CTPD en contacto con los materiales de estudio; Cl: CTPD con medio D MEM
suplementado; C2: CTPD con cobre; C3: CTPD con medio osteogénico; OZ: CTPD con medio D MEM
modificado con CPBOZ dilucién ¥%; SB: CTPD con medio D MEM; maodificado con CPBSB dilucién Y4.; NS: CTPD
con medio D MEM modificado con NuSmile NeoMTA® dilucién V..

Las muestras protéicas se trasladaron al Laboratorio de Biologia Celular del Centro
de Investigaciones Regionales “Dr. Hideyo Noguchi” para la realizacion de la
inmunodeteccion de la proteina DSPP. Los tubos se mantuvieron en hielo por al menos 45
minutos y posteriormente, centrifugados a 1200 rpm durante 15 minutos a 4 °C, de donde

se obtuvieron los sobrenadantes con las proteinas celulares.

Para determinar la concentracion de proteinas se utilizé6 el método de Bradford.
Descrito por el Dr. Bradford en 1976, consiste en la formacién de un complejo entre el
colorante azul brillante de Coomassie G-250 con las proteinas solubilizadas. El colorante
libre existe en cuatro formas iénicas, cuya forma azul se une a las proteinas y se absorbe
a 590 nm. La concentracion proteica es determinada gracias a la cantidad de colorante azul

absorbida medida en un espectrofotdbmetro; se une principalmente a residuos de arginina,

34



triptofano, tirosina, histidina y fenilalanina. Entre las ventajas de utilizar este método se
encuentra su compatibilidad con agentes reductores tales como el DTT o el B-
mercaptoetanol, los cuales no son compatibles con los métodos de Lowry o BCA, asi como
también es posible medir proteinas de alto peso molecular, ya que el colorante no tiene
afinidad por péptidos de bajo peso molecular. Entre las limitaciones de la técnica podemos
mencionar su incompatibilidad con detergentes, los cuales se utilizan de rutina para
solubilizar las proteinas de membrana. Otra desventaja es que se puede subestimar el
contenido de proteinas al utilizarse albumina de suero bovino (BSA) como estandar
proteico, la cual se puede sustituir por inmunoglobulina G (IgG) o lisozima dependiendo del

tipo de muestra.(94)

La curva de calibracion se realiz6 con concentraciones crecientes, utilizando el kit
Quick Stuart® (Bradford protein Assay, Bio Rad®, USA), de acuerdo con el protocolo del
fabricante. Una vez determinada la concentracion de proteinas de cada tubo, se utilizaron
30 ug de cada muestra, afadiéndole buffer de carga 4x (Glicerol, SDS 10%, agua destilada,
azul de bromofenol, pironina y TRIS-HCI), bajo condiciones reductoras utilizando ditroteitol
(DTT). Para la desnaturalizacién se colocaron en termociclador (Thermo Mixer Eppendorf®)
a 95° durante 5 minutos. Los extractos proteicos se separaron mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida desnaturalizantes (por sus siglas en inglés SDS-PAGE) a un 10%,
a 120 voltios por una hora (figura 12). (95)

Figura 12. SDS-PAGE al 10% representativa de los extractos proteicos de las CTPD y las diferentes
condiciones experimentales y sus controles a los 7 y 14 dias.
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Dos de estos geles se utilizaron para comprobar si habia degradacion de las
muestras, por lo que se tifieron con solucién de azul Coomassie (2.5 g de azul brillante de
Coomassie R-250, 450 ml de metanol, 100 ml de &cido acético glacial, 450 ml de agua
bidestilada), durante 12 horas en agitacién y posteriormente se coloco solucion destefiidora
(200 ml de metanol, 150 ml de &cido acético y 650 ml de agua bidestilada) durante una hora
en agitacion. Al finalizar se realizaron lavados con agua destilada en agitacién para

evidenciar las bandas de las proteinas presentes en las muestras analizadas.

Réplicas de los geles anteriores fueron electrotransferidos a membranas de
nitrocelulosa a 80 V durante una hora. Después, la membrana se colocé en solucion de
bloqueo TBST 1X/leche 1% (TBST 10X: Tris-HCI, NaCl y polisorbato 20; leche en polvo
marca Svelty®) durante una hora; posteriormente las membranas se incubaron durante 24
horas a 4°C con el anticuerpo primario anti-DSPP (anticuerpo policlonal DSPP de conejo,
Mybiosource® #MBS2541229, a una dilucién de 1:1000) y con Histona 3 (anticuerpo
policlonal de conejo anti-Histona H3, Sigma-Aldrich® #07-690, a una dilucién1:10000).
Posteriormente las membranas fueron lavadas con solucién de lavado (TBST 1X) e
incubadas con los anticuerpos secundarios anti-lgG de conejo, diluido en solucion de
bloqueo en agitacién por una hora; después se realizaron 3 lavados con solucion de TBST
1x. Para el revelado se utiliz6 el kit de deteccién colorimétrica (AP Conjugate Substrate Kit,
BIO RAD®, #170-6432, USA), de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se detuvo
el revelado con agua destilada. Las membranas himedas y recién reveladas se colocaron
en el fotodocumentador (Chemidoc, Biorad®) y fueron capturadas con el software Image
Lab®. (96)

6.10 Ensayo de hemocompatibilidad

Para evaluar la hemocompatibilidad de los materiales de estudio, se realizé una
prueba de hemdlisis in vitro de acuerdo con lo estipulado en la NOM ISO 10993-4, apartado
C, sobre evaluacion de propiedades hemoliticas para materiales dentales en contacto
directo. (97)

La hemocompatibilidad de los biomateriales destinados a estar en contacto con la
sangre, es uno de los criterios “in vitro” mas importantes a tomar en cuenta para la

aplicacion clinica; tal es el caso de los biomateriales endodonticos, los cuales estan en
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intimo contacto con la sangre y sus componentes. Los eritrocitos son las células sanguineas
mas rigidas en la sangre, por lo que son sensibles a la ruptura y hemdlisis causada por
cambios en la presibn osmoética. Su destruccion afecta a todas las demdas células
sanguineas, incluyendo a las inmunitarias, que pueden reconocer como patdégeno o
alérgeno a un material. El andlisis de la alteracion hemética se realiza por pruebas de
hemodlisis. La hemolisis de los eritrocitos in vitro, se considera que es una medida simple y
fiable para estimar la compatibilidad de los materiales con la sangre. Al final, se busca que

la capacidad del producto de provocar hemdlisis sea inferior al 5%. (98)

Para la prueba de hemocompatibilidad se prepararon andamios con los materiales
de estudio. Se colocaron fragmentos de los materiales en un molde de silicona ligera (figura
13), con pozos de 6 mm diametro y 2mm de alto. Se dejaron fraguar a temperatura ambiente
durante 24 horas. Una vez fraguados los materiales, se esterilizaron por medio de luz
ultravioleta en la campana de bioseguridad, 30 minutos de cada lado.

Figura 13. Molde de silicona para elaboracién de andamios de los cementos.

Una vez obtenidos los andamios con los materiales, se realiz6 la toma de sangre de
donante sano con aguja de puncion y se coloc6 en un tubo cénico (4 ml) en 0.5 ml de EDTA
como anticoagulante. Se colocaron 5 ml de solucion isotonica (solucién salina) y 0.25 ml de
suspension (eritrocitos) en tubos con cada uno de los andamios de los materiales de
estudio.

Andamio 1: solucion salina con eritrocitos al 5% + CPBPZ 20%
Andamio 2: solucion salina con eritrocitos al 5% + CPBSB 20%
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Andamio 3: solucion salina con eritrocitos al 5% + CPBOZ 10%

Andamio 4: solucion salina con eritrocitos al 5% + CPBSB 20%

Andamio 5: solucién salina con eritrocitos al 5% + NuSmile NeoMTA®

Control positivo (100% de hemolisis): 5 ml de agua destilada con 0.25 ml de eritrocitos al
5%

Control negativo (0% de hemodlisis): 5 ml de solucion salina, 0.25 ml de eritrocitos.

Suspensidn de eritrocitos al 5%

Posteriormente las muestras se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Se colocaron 100 pl de la suspension de eritrocitos mas andamio,
el control positivo y el control negativo en un pocillo de la caja de 96 pozos y se realizo
lectura de absorbancia a 415-600 nm. Los datos obtenidos se analizaron para obtener los
porcentajes de hemodlisis.
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VII. RESULTADOS

Se realizé una evaluacién de proliferacion, morfologia y diferenciacién dentinogénica
de células troncales de pulpa dental (provenientes del cultivo celular de pulpa dental de
molar exodonciado de donante sano) en contacto con cementos de silicato tricélcico
(Cemento Portland blanco con éxido de zirconia o sulfato de bario y NuSmile NeoMTA®).
También se llevé acabo un ensayo de hemdlisis con los materiales de estudio y una
evaluacion de la materia prima (pulpa dental obtenida de molar exodonciado de un segundo

donador) para el analisis y la discusion de los resultados.

7.2 Aislamiento y cultivo de CTPD

Se realizé un estudio histologico de la materia prima (pulpa dental) analizando sus
caracteristicas morfolégicas mediante la técnica de tincion con azul de toluidina. Se
pudieron distinguir las cuatro regiones topograficas de la pulpa dental (zonas
odontoblastica, subodontoblastica, rica en células y central), es decir se observaron las
células que son evaluadas dentro de este proyecto, en interaccibn con su matriz
extracelular. Al tratarse de un tejido sano, se aprecian nucleos por toda la matriz extracelular
en especial en la zona central y zonarica en células, limenes de arteriolas o vasos linfaticos

y una periferia marcada formando la predentina (Figura 14).

Figura 14. A. Pulpa dental tefiida con azul de toluidina (4x); B. pulpa dental tefiida con azul de

toluidina y sus zonas topograficas (40x).
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Las células utilizadas en este proyecto se extrajeron de pulpa dental y se cultivaron
segun lo estipulado en el apartado de material y métodos. A las 24 horas de cultivo con la
técnica de digestidn enziméatica, se observaron las células pulpares adheridas a la superficie
de la botella de cultivo. A las 48 horas, pequefias colonias de células de tipo fibroblastico
proliferaron y se expandieron por toda la superficie de la botella de cultivo (figura 15). A los
7 dias, las células se mostraron confluentes al 60% de la capacidad del frasco. A los 14
dias de cultivo, se observaron diferencias morfologicas entre las células extraidas por medio

de la digestién enzimatica y por medio de la técnica de explante (figural6).

s

\ N 4

Figura 15. Células de pulpa dental a las 48 horas de cultivo vistas desde el microscopio de campo

claro (10x).

Las células aisladas de la pulpa dental obtenidas por medio de la técnica de
digestién enzimatica poseen caracteristicas de células mesenquimales, se adhirieron al
plastico, tienen morfologia de fibroblasto y se autorrenovaron (figura 16, panel Ay B). En el
caso de las células obtenidas por medio de la técnica de explante, las células se adhirieron
al plastico formando una poblacion celular heterogénea con diferentes morfologias,
incluyendo células redondeadas y pequefias, como también células grandes, planas y con

forma ahusada (figura 16, panel C). Las células ahusadas, con morfologia fibroblastoide,
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se volvieron gradualmente predominantes en los pases sucesivos, con un crecimiento y

division celular continuos a lo largo del cultivo primario.

4x X ;4)(

Figura 16. A. Cultivo celular por la técnica de digestion enzimatica a los 7 dias. B. Cultivo celular con la
técnica de digestion enzimética a los 14 dias. C. Cultivo celular con la técnica de explante a los 14 dias.

7.3 Caracterizacion inmunofenotipica

Se realiz6 la confirmacion inmunofenotipica de las células pertenecientes al linaje
mesenquimal, mediante la técnica de citometria de flujo, de acuerdo con los parametros
estipulados por la Sociedad Internacional de Terapia Celular. Al menos el 98.5% de las
células empleadas en los experimentos, presentaron viabilidad (evaluado con 7AAD- 7

aminoactinomicina).

En esta prueba, resultaron positivas al linaje mesenquimal (mayor a 20% de
positividad, CD 90 94.8%, CD 105 23.5% Y CD 73 95.8%) y negativo a linaje
hematopoyético (CD 34/45 no expresados). Se observaron dos poblaciones celulares
mesenquimales distintas (de diferente tamafo). El porcentaje de poblaciones
mesenquimales en las células muestreadas fue del 71.3%, por lo que las células empleadas

en los experimentos son células troncales de pulpa dental (Figura 17).
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Figura 17. Dot Plots de marcadores inmunofenotipicos de linaje mesenquimal en CTPD.

7.4 Efecto de los cementos de estudio sobre la proliferacion de las CTPD

Se midié la proliferacion celular de las CTPD tras la exposicion a diferentes
diluciones de los cementos de silicato tricalcico estudiados (cemento Portland blanco con
oxido zirconia, cemento Portland blanco con sulfato de bario el cemento NuSmile NeoMTA®
sin diluir; dilucion ¥ y dilucion ¥i) a distintos tiempos de incubacion (tiempo
0,24,48,72,96,120 y 144 horas). Las células presentaron viabilidad durante los 7 tiempos
del ensayo, sin embargo, la proliferacién cesoé a las 24 horas y se observ6 un decrecimiento
en la misma.

La comparacion de los datos obtenidos de la proliferacion celular, se realizaron
mediante un analisis de varianza de 2 vias (ANOVA), para analizar los factores (grupos
experimentales y tiempo) e interacciones entre ellos. También se efectué un analisis de

comparaciones multiples (post hoc), utilizando el método de Tukey, con la finalidad de
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evaluar si para cada condicion experimental (materiales en contacto con las CTPD), los
diferentes niveles de la variable dilucién (sin diluir, dilucién ¥z y dilucidn ¥) son un efecto
significativo en el tiempo, es decir, si podemos o no considerar que todas las diluciones,

son estadisticamente equivalentes respecto al grupo control sin tratamiento.
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Figura 18. Curva de proliferacion de las CTPD en contacto con extractos de los materiales de estudio,

evaluada durante 7 dias.

Los tratamientos de dilucién %, rebasaron la proliferacion del grupo control (CTPD
con medio de cultivo estandar). Mientras que los tratamientos de dilucién Y2 y sin dilucion

se asemejan o son inferiores al grupo control (figura 18).

7.4.1 Evaluacion del efecto de los extractos sin dilucién en la proliferacion de las CTPD

La presencia del cemento Portland blanco modificado, asi como del cemento
NuSmile NeoMTA®, tuvieron diferentes efectos sobre las CTPD en funcién del grado de
dilucion. El grupo control o CTPD con medio de cultivo estandar, presentdé un mayor
proliferacion celular que en los grupos de extractos sin diluir (figura 19), a excepcion del

grupo de CPBOZ en los tiempos 96 y 120. Al realizar las pruebas post hoc (test de Tukey),
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es estadisticamente diferente (p<0.05) en todos los tiempos de evaluacion (0, 24, 48, 72,
96, 120 y 144 horas) respecto al grupo de CPBOZ.

Proliferaciéon celular, cementos sin diluir
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Figura 19. Proliferacién celular de CTPD en contacto con extractos sin dilucion de los materiales de estudio,
evaluado durante 7 dias.

7.4.2 Evaluacion del efecto de los extractos dilucién 1/2 en la proliferacién de las CTPD

La figura 20 muestra que en el grupo control hay una mayor proliferacion celular que
en los grupos de cementos diluidos al 50%, sin ser diferente significativamente de los
grupos de CPBSB y del NuSmile NeoMTA®. En el caso del 6xido de zirconia, la dilucion ¥z

es diferente de manera significativa respecto al grupo control en todos los tiempos.
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Figura 20. Proliferacion celular de CTPD en contacto con extractos dilucion 1/2 de los materiales de estudio,
evaluado durante 7 dias.

7.4.3 Evaluacion del efecto de los extractos dilucién 1/4 en la proliferacién de las CTPD

El grupo de CPBOZ presenté un mayor proliferaciéon celular que los otros grupos
respecto al control positivo; hubo diferencias significativas en los tiempos 24,48,72,96 y
120. Los tratamientos de CPBSB y NuSmile NeoMTA® dilucién ¥, presentaron una mayor
proliferacion respecto al grupo control, siendo estadisticamente diferente en todos los
tiempos (0, 24, 48, 72, 96, 120 y 144). De acuerdo con estos resultados, asumimos que la
dilucion 1/4, es la que mas se asemeja a la condicion fisiolégica humana, donde los
materiales dentales no estén directamente en contacto con las CTPD, si no que tienen
contacto con células del sistema inmunologico que influyen para contrarrestar cualquier

toxicidad en los tejidos circundantes a la colocacién de los biomateriales
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Figura 21. Proliferacién celular de CTPD en contacto con extractos dilucion 1/4 de los materiales de estudio,
evaluado durante 7 dias.

7.5 Efecto de los cementos de estudio sobre la morfologia de las CTPD

En las CTPD en interaccion con medio de cultivo estandar durante 7 dias, se
observa patron de células ahusadas con morfologia fibroblastoide, con doble o triple
nucleolo, caracteristico del linaje mesenquimal. El citoesqueleto presenta organizacion

adecuada y colonias celulares organizadas y con amplia proliferacion (figura 22)
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Figura 22. Tincion de Giemsa de CTPD con medio de cultivo estandar durante 7 dias de interacciéon. A, B Y
C. CTPD con magnificacién 4x, 10 x y 40x respectivamente.

46



En el caso de las CTPD en interaccion con los materiales de estudio sin diluir, con
diluciéon Y2 y con dilucién ¥ no se observan diferencias morfologicas notables, respecto a
las CTPD sin tratamiento. De acuerdo con las microfotografias analizadas las colonias
celulares se muestran en una organizacion homogénea y con un citoesqueleto y nucleolos
tipicos de células mesenquimales.

%
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Figura 23. Tinciones de Giemsa de CTPD vistas a 40x. A, By C. CTPD en interaccién con extractos sin diluir
(CPBOZ, CPBSB y NuSmile NeoMTA® respectivamente). D, E y F. CTPD en interaccion con extractos dilucion
% (CPBOZ, CPBSB y NuSmile Neo MTA® respectivamente) G, H e I. CTPD en interaccién con extractos dilucién
1/4 (CPBOZ, CPBSB y NuSmile NeoMTA®).

7.6 Hemocompatibilidad
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Los materiales CPBOZ al 10 y 20%, CPBSB al 10% y NuSmile NeoMTA® tuvieron
valores de hemdlisis dentro de lo permitido para un biomaterial segun la norma ISO 10993
para la evaluacion de dispositivos médicos en modelos in vitro (inferior al 5%), a excepcién
del CPBSB al 20%, que present6 valores de hemolisis del 12.8% (figura 24).
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Figura 24. Ensayo de hemdlisis. (1) Andamio de CP con éxido de zirconia al 20%. (2) Andamio de CPBSB al
20%. (3) Andamio de CPBOZ al 10%. (4) Andamio de CPBSB al 10%. (5) Andamio con NuSmile NeoMTA®.

Para calcular el porcentaje de hemdlisis se utilizo la siguiente formula:
Absg, — Absc.
AbS{_‘.l. - A.EJ'.S'C_

Hemolisis (%): « 100"

Donde Absey indica el valor de la absorbancia medida en cada experimento, Absc.

representa el valor promedio del control positivo (agua destilada) mientras que Abs.

corresponde al promedio de la absorbancia medidas al control negativo (solucion salina).

7.7 Inmunodeteccidn proteica

La electroforesis de proteinas reveladas con tincibn de Coomassie evidencié que

las muestras proteicas no se encontraron degradadas, a excepcion de los carriles de CTPD
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con cobre, en los cuales la deteccion proteica fue en baja cantidad. En las muestras de

CTPD eninteraccion con CPBSB durante 7 y 14 dias, se observé poca cantidad de proteina.

En el revelado de Western Blot, se analizé la expresién de la proteina DSPP
(biomarcador de odontoblastos). Para esto se analizaron los extractos proteicos de las
CTPD bajo las diferentes condiciones experimentales con los materiales a probar y sus
respectivos controles. En la figura 25 se puede observar una banda de 72 kDa tanto para
el dia 7 como para el dia 14, en los carriles de CPBOZ y NuSmile NeoMTA®, aunque
también se observaron bandas menores y mas débiles en los pesos de 35 kDa y un barrido
de 230 a 270 kDa. Cabe mencionar que, en ninguna de las muestras de CTPD en
interaccion con los materiales de estudio, se detectaron bandas con el peso esperado de la
proteina de interés (DSPP 110 kDa). Se puede observar que las bandas que corresponden
a las muestras de 14 dias son mas intensas y numerosas respecto a las muestras de 7
dias. La proteina constitutiva histona H3 solo se detecté en los carriles de muestra de CTPD
con CPBOZ y NuSmile NeoMTA® en ambos paneles. En los controles negativos, es decir

sin colocacion de primer anticuerpo, no se observé deteccion de bandas.
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Figura 25. SDS-PAGE al 10% y tincién de las muestras de proteinas totales de CTPD en interaccién con extractos de los materiales de estudio por 7 y 14 dias. A.
Panel de 7 dias. B. Panel de 14 dias. (1) CTPD con medio de cultivo estandar. (2) CTPD + cobre. (3) CTPD con medio osteogénico. (4) CTPD con CPBOZ. (5)
CTPD con CPBSB. (6) CTPD con NuSmile NeoMTA®
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Figura 25. Evaluacion de la expresion de la proteina DSPP en las fracciones proteinicas de CTPD en interaccion con los materiales de estudio durante 7 y 14 dias.
Carriles del 1 al 6: (1) CTPD con medio de cultivo estandar. (2) CTPD + cobre. (3) CTPD con medio osteogénico. (4) CTPD con CPBOZ (5) CTPD con CPBSB. (6)
CTPD con NuSmile NeoMTA®. A. A los 7 dias. C. A los 14 dias. B, D. Controles negativos (de segundo anticuerpo) a los 7 y 14 dias respectivamente.



VIll. DISCUSION

Este estudio se disefi para realizar una evaluacién de los efectos bioldgicos in vitro
de células troncales de pulpa dental en contacto con cementos de silicato tricélcico, ya que
la literatura sefiala que los biomateriales endoddénticos deben ser bioactivos y garantizar un
sellado biolégico que implique la reparacion y la regeneracion de las zonas afectadas por
patologias pulpares y periapicales, asi como traumatismos. Disefiar un estudio de este tipo
permite observar el comportamiento de células especificas del linaje mesenquimal en un
ambiente controlado con los materiales de estudio, para garantizar la medicién de
parametros especiales requeridos para considerar estos cementos como biocompatibles.
(8,56,99)

Para llevar a cabo la investigacion se empleé el método de contacto indirecto por
extractos de acuerdo con el protocolo estandar establecido en las normas ISO 10993-5 para
test de citotoxicidad in vitro. Este tipo de evaluacion de biocompatibilidad es cominmente
utilizado por estudios de materiales endodonticos. El ensayo de contacto directo
material/células por andamiaje o test directo, es el tipo de estudio que replica mejor las
condiciones que se dan in vivo, sin embargo, no representa ninguna de las defensas con
las que cuenta el organismo, por lo que puede resultar una version aumentada de lo que
ocurriria en la misma situacion clinica. No obstante, con el fin de tener también una vision
de la prueba directa, en este estudio se realiz6 una prueba de hemdlisis mediante la
confeccién de andamios con los materiales de estudio en contacto con células sanguineas.
(91)

8.1 Sobre los materiales de estudio

Los materiales analizados en este trabajo fueron 3 cementos bioceramicos, a saber,
cemento Portland blanco modificado con 6xido de zirconia, cemento Portland blanco
modificado con sulfato de bario y NuSmile NeoMTA®. Estos cementos, a pesar de tener
composiciones similares, tienen indicaciones diferentes. El cemento Portland no esta
aprobado para su uso clinico por la FDA, a pesar de que distintos investigadores concluyen
gue no hay diferencias significativas en su composicion quimica respecto al mineral trioxido

agregado (MTA) y que el cemento Portland es una alternativa clinica viable. Este punto es



controversial, pese a que el CP puede ser facilmente esterilizado, esto no sugiere que se
pueda usar en su estado nativo de manera clinica, ya que cualquier dispositivo médico debe
manufacturarse por estrictas regulaciones de acuerdo con la FDA y al Reglamento Europeo
para dispositivos médicos; en el caso de México los dispositivos médicos deben ser
regulados por la COFEPRIS en conjunto con otras dependencias nacionales e
internacionales. (59,60,86,99)

En este estudio utilizamos el cemento Portland blanco, perteneciente a la marca
Cruz Azul®; segln el fabricante este cemento no presenta propiedades mutagénicas ni
carcinogénicas.(101,102) Autores como Coleman, Araki y Hungaro refieren que el cemento
Portland blanco es biocompatible, es una alternativa viable al MTA y presenta mejores
propiedades idoneas para uso clinico, que el cemento Portland gris. (64,69,103). Sin
embargo, el CP por si solo no presenta la radiopacidad suficiente para visualizar
radiograficamente la dentina y las estructuras anatomicas adyacentes, por lo que es
necesario afiadirle un agente de radiopacidad. En el MTA el agente utilizado radiopacidad
es el 6xido de bismuto y en el NuSmile NeoMTA® el agente utilizado es la tantalita. En este
estudio utilizamos como agentes de radiopacidad para el CP, el 6xido de zirconia y el sulfato
de bario. Hungaro reporté que el 6xido de zirconia y el sulfato de bario presentan menor
radiopacidad versus el 6xido de bismuto, sin embargo se encuentran dentro de los

parametros de la norma ISO 6876/2001 (mayor a 3mm de aluminio). (103)

En nuestro estudio el cemento que presentd mejores condiciones para la
proliferacién celular, hemocompatibilidad y diferenciacion dentinogénica fue el CPBOZ. El
6xido de zirconia como agente radiopacificador parece mejorar la fase de hidratacién inicial
del cemento Portland blanco, por lo que su incorporacion como agente radiopacificador
acelera la reaccion de fraguado del CP. Segun Coleman y Li este fendbmeno se debe a que
el 6xido de zirconia tiene sitios de nucleacién heterogéneos para la precipitacién del
complejo C-S-H, lo cual acelera el fraguado. Otra ventaja segun Shin y cols. es que el
CPBOZ presenta menos decoloracién dental frente a otros agentes como el éxido de
bismuto, lo que se traduce en un mejor candidato para emplearse en la practica clinica.
(69,104)

En cuanto al sulfato de bario y la tantalita, coincidimos con Hoekstar y cols. quienes

también proponen a estos materiales como agente radiopacificador para biomateriales



endodonticos. Estos investigadores realizaron un andlisis in vivo en el que concluyeron que
no producen alteraciones biologicas, por tanto, son biocompatibles. Por otra parte, Verma
y cols. estudiaron las propiedades antibacteriales de pastas antibiéticas con los agentes
sulfato de bario y 6xido de zirconia y entres sus conclusiones mencionan propiedades
antibacteriales residuales superiores, al afiadir el sulfato de bario. Por su parte la tantalita
contenida en el cemento NuSmile NeoMTA® ha sido reportada como un agente
biocompatible y que provee buenas caracteristicas de radiopacidad a los materiales, asi

como menor pigmentacion en los 6rganos dentarios posterior a su colocacion. (105-107)

8.3 Sobre el cultivo de CTPD

En este estudio, fue posible la identificacion de las cuatro regiones de la pulpa. La
importancia de comprender la organizacién histotopogréfica radica en la posibilidad de
correlacionar las regiones con los diferentes tipos celulares presentes en la pulpa dental.
En el caso de las CTPD, se localizan en la zona central, tal como lo establecié Goldberg &
Smith en el 2004 en su compendio sobre bases para la reparacion e ingenieria tisular del
complejo dentinopulpar. (108)

El aislamiento celular fue llevado a cabo mediante las técnicas de explante y la
técnica de combinacion de disgregacion mecanica-enzimatica, considerando esta Ultima
como la mas conveniente, debido al menor tiempo de cultivo y menor exposicion a la
contaminacioén, coincidiendo con lo reportado por Ortolani, Pecci y Catala; es importante
mencionar que se observaron dos tipos de morfologias celulares obtenidas por la técnica
de explante, mientras que en las células obtenidas por la técnica de disgregacion
enzimatica se observé una poblacion celular mas heterogénea. Esto puede deberse a que
las células obtenidas por el método de explante emergen del tejido adherido a la placa a
través de un proceso de migracién celular, en contraste con la digestion enzimatica que

logra la obtencion celular producto de la degradacion del tejido. (11,78,109)
8.4 Sobre la caracterizacion inmunofenotipica
Las células analizadas se utilizaron del cuarto pase de cultivo con la finalidad de

obtener un cultivo mas uniforme, sin embargo, durante la identificacion del marcador de

superficie de membrana CD73, se manifestaron dos poblaciones celulares positivas de



distintos tamafos. Esto puede deberse a que existen dos poblaciones de células
mesenqguimales encaminadas a diferentes linajes. Tremain y cols. explican este fenémeno
debido a que las células mesenquimales de una misma colonia pueden diferenciarse hacia
distintos linajes aln en ausencia de sefalizacién, por medio de un mecanismo intrinseco

similar a las células neurales o a las células hematopoyéticas progenitoras. (110)

8.5 Sobre la proliferacion de CTPD

Se utilizé la resazurina como ingrediente activo para medir la proliferacion celular, el
cual fue seleccionado debido a que es un método no destructivo; la resazurina y la
resorufina no son citotoxicos, lo que permite prolongar el monitoreo de los cultivos celulares.
La literatura avala el uso de este componente en el campo de los biomateriales en la
endodoncia, siendo una prueba esencial de citotoxicidad. (111)

Los valores maximos de intensidad de fluorescencia se obtuvieron a las 24 horas de
incubacién, después de este tiempo disminuyeron paulatinamente, incluso hasta
intensidades inferiores a las observadas en las primeras 24 horas de incubacion. Esto
puede indicar que los cambios en la intensidad de la fluorescencia sélo se pueden apreciar
claramente, en las primeras horas posteriores a la adicién de la resazurina. Otra explicacion
por la cual proliferacién cesé a las 24 horas es porque probablemente se saturé el sistema
por falta de nutrientes, ya que una vez aplicada la resazurina, no se cambi6 el medio de
cultivo y la absorbancia se midi6 de esta manera durante 7 dias. Lo normal es que haya
picos de proliferacion por el ciclo natural de las células, que aunque si los hubo, no fueron
mayores a los de 24 horas. Con un alto nUmero de células, o por periodos extendidos de
incubacién de varios dias, se alcanza el punto donde no hay mayor formacion de reduccion
y la absorbancia empezaréa a disminuir, por lo tanto, hay una menor lectura de proliferacion.
(111,112)

Los materiales de estudio CPSB y el NuSmile NeoMTA® en contacto con las CTPD
arrojaron datos de una proliferacion celular similar al grupo control, por lo que no exhiben
un comportamiento de citotoxicidad. Hubo mayor proliferacion celular en los materiales de
estudio en dilucion 4. Esta mejora en la proliferacion celular en concentraciones especificas
puede deberse probablemente a que a mayor grado de dilucion, menor modificacion del pH

del medio de cultivo y la homeostasis celular se logra con mayor facilidad. (109)



La mejora en la capacidad de proliferacion celular de las CTPD también ha sido
reportada por Rahimi y cols., quienes evaluaron las propiedades bioldgicas del cemento
Portland blanco con 6xido de bismuto y 6xido de zirconia, reportando que estos cementos
mejoran la proliferacion de las CTPD con el tiempo y que al afiadir estas particulas
radiopacificadores se incrementa la actividad de la enzima ALP, lo que se traduce en una
mejora la capacidad odonto/osteogénica. Por su parte Wu y colaboradores evaluaron el
efecto biolégico de los agentes de radiopacidad éxido de zirconia y sulfato de bario en
pastas antibiéticas en contacto con las CTPD. Sus resultados sobre proliferacion realizada
con MTT, reafirman que estos agentes sostienen las condiciones de proliferacion celular,
sin diferencia estadistica del grupo control, tal y como lo reportamos en los grupos con
dilucién Y2 y sin dilucién. (113,114)

En este estudio reportamos una mayor proliferacion significativa en el grupo de
CTPD en contacto con el CPBOZ, coincidiendo con lo reportado por Slompo y cols. y Silva
y cols., quienes también reportan la superioridad en la proliferacion celular utilizado en
contacto con el CPBOZ. A diferencia de nuestro estudio, la poblacion celular que analizaron
fueron fibroblastos y observaron que la regresion de la reaccion inflamatoria en fue mayor
en el grupo de CPBOZ que en el MTA Angelus®. (69,115,116)

Resultados similares obtuvieron en otro estudio realizado por Catala y cols., quienes
analizaron la proliferacion celular de CTPD en contacto con biomateriales endodoénticos
comerciales, que incluian tantalita u 6xido de zirconia. Reportaron una adecuada viabilidad
celular en los ensayos con MTT, siendo el grupo de CTPD en contacto con éxido de zirconia
el grupo donde hubo mayor proliferacién celular, similar a los hallazgos en este estudio. Por
su parte Sigueira y cols. analizaron la proliferacion celular de fibroblastos periodontales con
MTT, en contacto con biomateriales endoddnticos comerciales con tantalita, 6xido de
zirconia y 6xido de bismuto. Sus resultados arrojaron mayor proliferacion en los grupos con
Oxido de zirconia y 6xido de bismuto, mientras que el grupo de tantalita se asemejé mas al
grupo control. (117,118)

8.6 Sobre la morfologia

La morfologia celular de las CTPD esta relacionada con la funciobn que ésta

desempenfie. Las células mesenquimales se diferencian hacia una linea concreta,



dependiendo de las sefiales que reciben de su entorno, adaptando asi su expresion de
integrinas, caderinas y proteinas del citoesqueleto. A medida que las CTPD entran en
contacto con materiales bioceramicos, se vuelven mas alargadas y extendidas. Segun los
estudios de Kilian y cols., las células mesenquimales que adquieren una forma elongada y

estrellada muestran una alta actividad osteogénica. (119)

Las tinciones celulares de este estudio revelaron que tanto en los extractos diluidos,
como en los extractos sin diluir, la morfologia celular permanecio similar al grupo control sin
tratamiento, por lo tanto, a pesar de que las CTPD que se diferenciaron hacia un linaje
dentinogénico (células “tipo odontoblasto”), son células mesenquimales que asumen el
papel de los odontoblastos, es decir, se convierten en células secretoras de matriz
dentinogénica, mas no adquieren la morfologia exacta de los odontoblastos. (120)

Yu. y cols. realizaron un estudio en el que pusieron en contacto CTPD con medio
condicionado con células de gérmenes dentarios, las cuales implantaron en capsulas
renales de rata; entre los resultados de sus tinciones, observaron la neoformacion de un
complejo dentinopulpar y células diferenciadas hacia una morfologia muy similar hacia los
odontoblastos y que expresaron la proteina DSPP; entre sus conclusiones manejan que las
células del germen dentario tienen las sefiales quimicas méas especificas para la
diferenciacién hacia células odontoblasticas. Si bien en nuestro estudio comprobamos que
el CPB con ciertos aditivos, mejora la proliferacion y diferenciacién dentinogénica, la células
estudiadas no modificaron su morfologia drasticamente a los 7 dias de exposicion, por lo
gue no podemos saber con exactitud si las células diferenciadas son odonblastos maduros
al ser secretoras, o son células “odontoblast like” en proceso de diferenciacion. Baume
llamaba a la poblacion de células pulpares mesenquimales “pulpoblastos”; con los hallazgos
realizados en este estudio es interesante mencionar que los “pulpoblastos” en contacto con
los cementos de silicato tricalcico se convierten en “pulpoblastos secretores”, mas no
modifican su morfologia dramaticamente a pesar de la evidencia de diferenciacion
dentinogénica. Este fendmeno fue reportado por Neunzehn y cols., quienes evidenciaron
con microfotografias de microscopio electrénico de barrido (figura 26), a estas células tipo
odontoblastos secretoras tras cultivar células pulpares en secciones de érganos dentarios
durante 28 dias. (121-123)



Figura 26. Ay B. superficie de células pulpares con particulas minerales en distintas formas y tamafios, asi

como vesiculas de constriccion de minerales siendo transportados desde el interior hacia el exterior de la

superficie celular (*). Neunzehn (122)

8.7 Sobre la hemocompatibilidad

Uno de los principales propdsitos de esta investigacion fue evaluar si los materiales
de estudio son candidatos para utilizarse en los distintos procedimientos endodonticos. Ya
sea una cirugia periapical o un recubrimiento pulpar directo, los biomateriales endodénticos
al contacto directo con la sangre y los tejidos periapicales, generan una activacion del
sistema de coagulacién y una respuesta inflamatoria del huésped como mecanismo de

defensa. Asi pues, la evaluacién de la hemodlisis es importante. (98)

Un material con 6ptima hemocompatibilidad debe tener una baja reaccién de
hemolisis. Sorprendentemente existen materiales endoddnticos reportados con un
porcentaje de hemolisis mayor a lo permitido. Velasquez realizé una evaluacion biologica
in vitro en la cual analiz6 los materiales Endobinder y MTA, cuyos porcentajes de hemolisis
fueron de 13.2% y 8.5% respectivamente. Estos valores son altos si consideramos el
maximo permitido (5%) para un biomaterial segun la norma ISO 10993-4 para la evaluacion
de dispositivos médicos en modelos in vitro. Los materiales empleados en nuestro estudio
no presentaron valores hemoliticos, a excepcion del CPBSB al 20%, lo cual nos advierte a
usar con cautela este elemento como agente radiopacificador de cementos bioceramicos,

0 bien, disminuir su concentracion. (89,124)



8.8 Sobre la diferenciacion dentinogénica

Las proteinas de las CTPD en contacto con el CPBSB se degradaron en mayor
medida que las demas muestras, lo cual ocurrié en las muestras de 7 y 14 dias, cuyas
células se encontraban en cajas de cultivo separadas, por lo que se infiere la influencia del
sulfato de bario en la degradacion de proteinas, probablemente por su rapida oxidacién o
falta de solubilizacién. Es interesante mencionar que Sik y cols. evaluaron la influencia de
particulas de sulfato de bario en osteoblastos, concluyendo que las particulas de sulfato de

bario influyen negativamente en las concentraciones de calcio intracelular in vitro.(125)

Se ha reportado que el MTA y el CP pueden estimular la diferenciacion de células
mesenquimales hacia un linaje odonto/osteogénico. Distintos estudios han demostrado la
formacion de zonas de calcificacion al poner en contacto las CTPD con estos materiales;
para poder analizar si pertenecen al linaje dentinogénico se emplea la identificacion de la
proteina DSPP, se considera como una proteina indicativa de biomineralizacion de la
dentina. (14,107,126)

En este estudio encontramos que los cementos CPOZ y NuSmile NeoMTA® expresaron
significativamente méas proteina DSPP respecto al grupo control sin tratamiento, la cual
aumento respecto al dia 7 al 14, coincidiendo con lo reportado por Chang y cols., quienes
evaluaron el potencial odontogénico de cementos de MTA y concluyeron que la expresion

de marcadores odontogénicos aumenta con el tiempo de exposicién. (17)

Es importante mencionar que el peso de la banda esperada correspondiente a la
proteina DSPP es de 110 kDa, sin embargo, las membranas de 7 y 14 dias presentaron
bandas de aproximadamente 35, 72 y 230 a 270 kDa, esto puede deberse a que la
secuencia utilizada para el anticuerpo policlonal correspondiente al extremo amino DSP
(figura 27), puede estar dando sefiales de la proteina DSPP modificada o proteolizada

debido a cambios postraduccionales adn no esclarecidos. (127)
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Figura 27. Secuencia completa de la proteina DSPP obtenida de la base de datos Uniprot. En amarillo la
secuencia utilizada para la creacién del anticuerpo policlonal DSPP. En fucsia la secuencia correspondiente a
la proteina intermedia DGP, dividiendo a los subproductos DSP y DPP.

Yamakoshi y Simmer explicaron este fendbmeno debido a que la proteina DSPP
puede expresarse como precursora 0 completa, presentar modificaciones
postraduccionales y presentar variantes hidrolizadas de la proteina precursora. Estos
investigadores han analizado la proteina DSPP porcina y sus derivados por mas de 15 afios
y entre sus hallazgos concluyen que la proteina completa DSPP es secretada por los
odontoblastos y proteolizada por en 3 proteinas, a saber, sialoproteina dentinaria (DSP),
glicoproteina dentinaria (DGP) y fosfoproteina dentinaria (DPP). Las proteinas encargadas
de este procesamiento proteolitico son la proteina morfogenética 6sea 1 (BMP1) y la
metaloproteinasa de matriz 20 y 2 (MMP20 y MMP2). La variante DSP es un proteoglicano
que forma dimeros covalentes, se puede presentar en 3 isoformas y se puede proteolizar
para expresarse como una DSP de bajo peso molecular (figura 28). La DGP es una
glicoproteina fosforilada mientras que la DPP proteina desordenada altamente fosforilada
con polimorfismos genéticos. Otra de sus conclusiones es que la DPP no es detectable en
tejido pulpar posiblemente por la existencia de 2 variantes de mRNA del gen DSPP. Uno
de estos polimorfismos codifica para la expresion de la DSP en tejido pulpar y odontoblastos
y la otra variacion codifica para la proteina precursora DSPP, expresada primordialmente

en odontoblastos y de manera escasa en tejido pulpar. (127)
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Figura 28. Protedlisis de la proteina DSPP porcina. Modelo propuesto por Yamakoshi y Simmer.
(126)

De acuerdo con nuestros hallazgos sobre la detecciéon de bandas distintas al peso
esperado (identificadas por el anticuerpo marcado con la secuencia de DSP) y a lo
reportado por Yamakoshi y Simmer, podemos elucidar ciertas ideas de lo que podrian
significar esas bandas encontradas:

» La proteina DSPP completa sin proteolizar en agregados o dimeros (bandas de

230 a 270 kDa)

* Unade las isoformas de DSP (37 o 72 kDa)
» La proteina DSP+DGP sin el extremo carboxilo DPP (72 kDa)
* Una de las isoformas de DSP proteolizada por MMPP hacia una DSP de bajo peso

molecular (35 kDa).

Es importante mencionar que la proteina constitutiva histona H3 se expreso
Gnicamente en las CTPD con CPBOZ y NuSmile NeoMTA®, mas no en el grupo de CTPD
sin tratamiento; de acuerdo con los resultados de la colorimetria con azul de Coomassie,
las proteinas de estas muestras no se encontraban degradadas, por lo que esto puede

deberse a que las Histonas no se solubilizaron durante la aplicacion del buffer RIPA® en las



muestras de CTPD utilizadas en el experimento. Las Histonas han sido ampliamente
utilizadas como control de carga de muestras proteica nucleares e incluso citoplasmicas,
sin embargo, Janes explica en su investigacion sobre factores criticos de la
inmunotransferencia, que al utilizar el buffer RIPA® durante la extraccion de muestras
proteicas, se solubilizan muchas pero no todas las proteinas celulares, entre ellas, la
Histona H3. De ser asi, el anticuerpo constitutivo seleccionado para CTPD deberia ser uno
citoplasmético o seleccionar o complementar al buffer de extraccion con inhibidor de

proteasas y/o fosfatasas. (128—-130)



IX. CONCLUSIONES

Se acepta la hipétesis de que el CPBOZ y el NuSmile NeoMTA® mejoran la
proliferacibn de las CTPD, son hemocompatibles e inducen la diferenciacion
dentinogénica

El CPBSB mejora la proliferacion de las CTPD, sin embargo se rechaza la hipétesis
de que el CPBSB es hemocompatible (en concentracion de 20%) e induce la
diferenciacion dentinogénica.

La morfologia celular normal de las CTPD no fue alterada con ninguno de los
materiales de estudio, por lo que se concluye que las CTPD al contacto con el
CPBOZ, CPBSB o el NuSmile NeoMTA® se convierten en “pulpoblastos secretores”
y no en odontoblastos maduros a los 7 dias de interaccion.

El material con mejor comportamiento en la evaluacion in vitro fue el CPBOZ, por lo
que se puede adoptar como un candidato para terapias de endodoncia regenerativa,
ya que mejora la proliferacién de células pulpares, no es hemolitico, es accesible e
induce la diferenciacién dentinogénica.

Los hallazgos de la inmunodeteccion de la proteina DSPP sugiere que esta sufre
cambios postraduccionales importantes, que deben ser tomados en cuenta para
investigaciones futuras sobre la conversion de “pulpoblastos secretores” a

“odontoblastos maduros” y otras células de interés para la endodoncia regenerativa.



X. PERSPECTIVAS

Con base en los hallazgos de este estudio se puede sugerir la implementaciéon del
material CPBOZ al 10% como candidato a protocolos de tratamiento restaurativo
atraumético (TRA), adicional a los usos potenciales en endodoncia regenerativa. Los TRA
actualmente manejados por la Secretaria de Salud del pais, son realizados con materiales
con menos propiedades bioactivas que los utilizados en este estudio. En orden de poder
realizar esta sugerencia, se requieren estudios in vivo, asi como también de mutagenicidad
y carcigenicidad para comparar la respuesta del complejo dentinopulpar frente a los

ionémeros utilizados actualmente en estos procedimientos.

Los resultados de la inmunodeteccion protéica de este estudio reafirman la teoria
de que la proteina DSPP presenta isoformas distintas que interfieren y participan en el
proceso de biomineralizacion, por lo tanto, es indispensable mantener los estudios en esta
area para mejorar el entendimiento hacia una regeneracion del complejo dentinopulpar méas

organizada.

Para minimizar los posibles errores en la deteccion de nuestra proteina de interés,
proponemos repetir el ensayo de Western Blot, utilizando un buffer de extraccion con
inhibidor de proteasas y fosfatasas para las muestras celulares y utilizar un anticuerpo de

control de carga citoplasmatico.

Otra perspectiva de nuestra investigacién para ayudar a entender la regeneracion
endodoéntica es analizar y comprender las vias de sefalizacién de las CTPD en su estado
natural, en interaccion con los demas componentes de los 6rganos dentarios y no

Unicamente con los biomateriales endoddnticos.
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