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RESUMEN

Introduccion: La presencia de Candida albicans en infecciones endodonticas requiere
estudios enfocados en su erradicacion. Ademas de los efectos antimicrobianos, es
importante evaluar los efectos citotoxicos de los medicamentos utilizados en la
regeneracion endodontica. Objetivo: El propdsito de esta investigacion fue evaluar la
citotoxicidad de una solucion dobleantibidtica modificada con antifungico sobre las
c€lulas madre de la papila apical en un estudio in vitro. Metodologia: Se realizo la
preparacion de la solucién dobleantibidtica modificada con antifungico en tres
concentraciones diferentes. En los 3 grupos experimentales el ciprofloxacino y el
metronidazol a .8mg/ml y 2mg/ml respectivamente y el fluconazol a concentraciones de
2mg/ml, 1mg/ml y .5mg/ml. Como grupo control se prepar6 DAP (ciprofloxacino y
metronidazol 1:1) mezclada con propilenglicol. Las soluciones fueron embebidas en
esponjas de colageno y colocadas en contacto directo con las SCAPs en pozos de
cultivo; se incubaron a 37°, 95% de humedad y 5% de CO,. A las 24 hrs se realizd un
andlisis de viabilidad celular por una tincion de cristal violeta. Resultados: Se observo
que la soluciéon doble antibidtica modificada con antifingico provoca citotoxicidad
dependiente de la concentracion. A menor concentracion del antifingico, existe mayor
viabilidad celular. La DAP provocé mayor citotoxicidad, observandose el 0.8% de

viabilidad celular a las 24 hrs. Conclusiéon: Bajo las condiciones de este estudio se
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observo que la solucion doble antibidtica modificada con antifingico puede ser una

alternativa como medicacion intraconducto en regeneracion endodontica.

Palabras clave: Regeneracion endodontica, células madre de papila apical, pasta doble

antibidtica modificada con antifungico, Candida albicans, citotoxicidad, biomateriales.
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CYTOTOXIC EFFECT OF A MODIFIED ANTIFUNGAL DOUBLE
ANTIBIOTIC SOLUTION ON STEM CELLS OF APICAL PAPILLA IN VITRO

ABSTRACT

Introduction: Candida albicans in endodontic infections requires studies focused on its
eradication. In addition to the antimicrobial effects, its important to evaluate the
cytotoxic effects of the drougs used in endodontic regeneration. Objective: The aim of
this investigation was to evaluate the cytotoxic effect of a modified antifungal double
antibiotic solution on the stem cells of apical papilla (SCAPs) in an in vitro study.
Methodology: The solutions were prepared at different concentrations. The 3
experimental groups, ciprofloxacin .8 mg/ml, and metronidazole 2 mg/ml in each group,
and fluconazole at different concentrations 2mg/ml, Img/ml y .5 mg/ml per group. As a
control group DAP (ciprofloxacin and metronidazole 1:1) was prepared. The solutions
were embedded in collagen sponges and placed in direct contact with the SCAPs in the
cultive wells, they were incubated at 37°C, 95% humidity and 5% CO2. At 24 hrs a cell
viability analysis was performed by a crystal violet staining. Results: It was observed
that the double antibiotic solution modified with antifungal causes a concentration
dependent citotoxicity. At a lower concentration of the antifungal, there is greater cell

viability. DAP caused more cytotoxic effects, observing 0.8% cell viability at 24 hrs.
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Conclusion: Under the conditions of this study, it was observed that double antibiotic
solution modified with antifungal can be an alternative as intracanal medication in

regenerative endodontic treatments.

Key words: Regenerative endodontics, stem cells of apical papilla, modified antifungal
double antibiotic solution, Candida albicans , cytotoxicity, biomaterials.
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1. INTRODUCCION

Los protocolos de desinfeccion en regeneracion endodontica se enfocan en el
uso de agentes antimicrobianos que permitirdn la erradicacion de bacterias dentro de
conductos radiculares de dientes con 4pice inmaduro, sin embargo, se ha demostrado que
pueden existir ademds de bacterias, agentes oportunistas como hongos como parte de la
microflora formando colonias que resisten a la respuesta del huésped (Siqueira and Sen
2004). Se ha sugerido que al igual que los irrigantes, los medicamentos tienen el
potencial de alterar el sustrato donde idealmente las células madre podrian proliferar y
diferenciarse, por lo que es importante encontrar medicamentos que permitan un balance
entre la desinfeccion y la supervivencia y viabilidad celular para lograr la regeneracion

endodontica. (Ruparel et al., 2012).

Se ha sugerido el uso de pastas antibidticas como la triple pasta antibiotica (TAP)
compuesta por Ciprofloxacino, Metronidazol y Minociclina (Trope, 2006); esta ultima se
ha sustituido debido a que provoca pigmentacion dentinaria por lo que se sugiere el uso
de pastas dobleantibioticas (DAP) tnicamente usando ciprofloxacino con metronidazol
mezclada con propilenglicol (Diogenes et al., 2013). La papila apical es una de las
principales fuentes de células madre que permitirdn la regeneracion endodontica en
dientes necrdticos con apice inmaduro, su supervivencia durante el proceso de

desinfeccion es un paso crucial en la regeneracion endoddntica. (Sonoyama et al., 2008).

El objetivo principal de esta investigacion fue evaluar la citotoxicidad de una
solucion doble antibidtica modificada con antifingico sobre células madre de papila
apical (SCAPs). Las SCAPs fueron expuestas a diferentes concentraciones de soluciones
antibidticas formadas por ciprofloxacino a .8mg/ml y metronidazol 2mg/ml adicionando
fluconazol como antifingico a concentraciones de 2 mg/ml, 1 mg/ml y .5 mg/ml. Se

evaluo el efecto citotoxico mediante una tincion de cristal violeta.



2. HIPOTESIS

La soluciéon doble antibidtica modificada con antifungico, tiene baja

citotoxicidad sobre las SCAPs.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Evaluar la citotoxicidad de una solucidon doble antibiotica modificada con

antifingico sobre SCAPs.

3.2 Objetivos especificos

- Cultivar una poblacion de SCAPs utilizando incubacion.

- Sintetizar una solucion doble antibidtica utilizando un antifingico mediante agitacion.

- Determinar la tasa de viabilidad celular de SCAPs expuestas a la solucion doble
antibidtica modificada con antifiingico utilizando un ensayo de cristal violeta.

- Analizar los cambios morfolégicos de las SCAPs expuestas a la solucion doble
antibiotica modificada con antifingico utilizando microcopia de campo claro.



4. ANTECEDENTES

4.1 Microbiologia del conducto radicular

En la cavidad oral existen alrededor de 10! bacterias que consisten en mas de
500 especies diferentes de microorganismos (Sundquvist, 1992). Todas las bacterias
tiene las mismas oportunidades de invadir el espacio del conducto radicular, sin
embargo, s6lo un grupo restringido de especies se han identificado dentro de los
conductos radiculares infectados (Sundquvist, 1994). Un medio anaerdbico,
interacciones entre factores bacterianos y la disponibilidad de nutrientes son los
elementos principales que definen la composicion de la flora microbiana (Sundqvist and

Figdor, 2003).

Las bacterias son el principal impedimento para la reparacion de un tejido pulpar
expuesto. En su estudio clésico utilizando ratas libres de gérmenes, Kakehashi et al.,
demostraron que el tejido pulpar expuesto se necrosa en presencia de bacterias dando
como resultado el desarrollo de inflamacion cronica y eventualmente formacion de
granulomas periapicales. Por otro lado, en ratas libres de gérmenes, la respuesta a tejido
pulpar expuesto se caracterizd por una minima inflamacién y la formacion de puentes

dentinarios( Kakehashi et al.,1965).

Existen mecanismos selectivos en donde algunas bacterias tienen mayor
capacidad para sobrevivir y multiplicarse en conductos radiculares que otras. Esto
también demuestra que el medio endodontico es selectivo para el desarrollo de

proporciones especificas de microflora anaerdbica ( Fabricius et al., 1982; Love, 2001).

Existen interrelaciones entre ciertas bacterias que pueden se comensales o

antagonistas.



Asociaciones microbianas entre especies han sido determinadas mediante el
registro del indice de probabilidad para la deteccion de una especie, en presencia o

ausencia de otra especie (Sundquvist, 1992).

Existen muchos factores que pueden influenciar el crecimiento y colonizacion de
bacterias en conductos radiculares. La disponibilidad de nutrientes, la baja presion de Oz
en conductos con pulpa necroética y las interacciones bacterianas, son determinantes
ecologicos importantes (Sundqvist and Figdor, 2003). El tejido pulpar desintegrado y el
fluido tisular constituyen una fuente esencial de nutrientes en el conducto. La
disponibilidad de sustratos como suero es el factor ecoldégico més importante en el

conducto radicular (Love, 2001).

Se ha demostrado que la flora dominante en la seccion coronal de conductos
radiculares expuestos a la cavidad oral estd conformada por bacterias anaerobias
facultativas, tal como estreptococos, y que la seccion apical esta dominada por bacterias

anaerobias estrictas (Sundqvist and Figdor, 2003).

Las infecciones intraradiculares primarias se caracterizan por una mezcla de 103
a 108 especies por conducto infectado. Existe una diferencia significativa entre las
comunidades asociadas con infecciones sintomdticas y asintomadticas, siendo las
infecciones sintomaticas las que muestran un mayor nimero de especies (Siqueira and
Rdgas, 2014). Las especies mas prevalentes y abundantes incluyen especies anaerdbicas
Gram negativas pigmentadas de negro (Prevotella y Porphyromonas ssp),
Fusobacterium nucleatum, estreptococos, espiroquetas (Treponema ssp), Dialister ssp,
Pseudoramibacter alactolyticus, Propionibacterium ssp, Parvimonas micra, Tannerella

forsythia, Filifactor alocis, Eubacterium ssp y Olsenella ssp.



Las infecciones intrarradiculares secundaras o persistentes son la principal causa
de periodontitis apical postratamiento. Esto se basa en dos argumentos. Primero, la
mayoria de los conductos tratados que presentan lesiones periapicales han demostrado
tener una infeccion intraradicular. Segundo, se ha demostrado que hay un incremento en
el riesgo de un resultado de tratamiento adverso cuando existen microorganismos

presentes en el conducto al momento de la obturacion.

Existe una diversidad de especies aisladas de conductos obturados con
enfermedad periapical persistente, pero existe un consenso que menciona que entre las
especies mas prevalentes se encuentran los enterococos, estreptococos y especies de
Candida. Otras especies encontradas en altas proporciones son Lactobacillus,
Actinomyces y peptoestreptococos. P. propionicum, D. pneumosintes y F. alocis

(Sundqvist and Figdor, 2003).

4.1.1 Enterococcus Faecalis

Enterococcus faecalis ha sido la especie mas frecuentemente detectada con una
prevalencia de 90% de casos en periodontitis apical postratamiento. Las especies de E.
faecalis tienen caracteristicas intrinsecas que le permiten sobrevivir en condiciones que
son comunmente letales para otros microorganismos. Estas propiedades incluyen su
habilidad para crecer en altas concentraciones de sal (6.5% NaCl), un amplio rango de

temperatura (10 a 60°C), un amplio pH asi como persistir en presencia de detergentes.

Recientemente se demostro su habilidad para producir biofilms, esto debido a su
capacidad para producir ““ slime” o un lodillo compuesto por un glicocalix amorfo que se
pega a la superficie celular y forma una cubierta que ayuda a la adherencia contra las
superficies, esto provee una proteccion contra mecanismos de defensa y en presencia de

agentes antibacterinos.



Se ha demostrado que la produccion de este lodillo ha sido asociada con la
habilidad de las bacterias para resistir a efectos de varias clases de antibioticos (Siqueira

and Rogas, 2014; Wilson, 2015).

4.1.2 Estreptococos

Una de las principales caracteristicas de estas especies es su capacidad para
invadir tabulos dentinarios y por lo tanto establecerse en el sistema de conductos
radiculares. La superficie de adhesinas de los estreptococos median la union a las
paredes dentinarias facilitando la invasion a tubulos dentinarios, de esta forma la
invasion estreptococica puede facilitar la aparicion de otras especies. La habilidad de los
estreptococos para penetrar a tibulos dentinarios puede ser atribuida a su patron de
cadenas de crecimiento. Esta habilidad es similar a la mostrada por el enterococo. Existe
evidencia de que los estreptococos son dificiles de erradicar durante el tratamiento del
conducto radicular. De manera interesante se ha observado que las especies de Candida
también son dificiles de erradicar demostrando los retos a los que nos enfrentamos

durante el control antimicrobiano ( Lana et al., 2001).

4.1.3 Candida albicans

Los hongos son microorganismos quimio-organotréficos eucaridticos que pueden
formar parte de las infecciones endodonticas y por lo tanto participar en la etiologia de
las enfermedades perirradiculares. Poseen atributos de virulencia que incluyen
adaptabilidad a una variedad de condiciones ambientales, adhesion a una variedad de
superficies, produccion de enzimas proteoliticas, transicion morfoldgica, formacion de
biofilm y evasién e inmunomodulacion de las defensas del huésped ( Siqueira and Sen,

2004).



Candida albicans es la especie fungica mas comunmente aislada de los
conductos radiculares infectados y es potencialmente patogénico. Esta especie ha sido
considerada un microorganismo dentinofilico debido a su afinidad invasiva a la dentina.
También se ha observado su resistencia a medicamentos intraconducto tal como
hidroxido de calcio, de esta forma se explica su presencia en infecciones persistentes

( Siqueira and Sen, 2004).

C. albicans se considera como un hongo polimdrfico ya que puede presentarse en
forma de blastoporo, tubos geminales, hifas, seudohifas y clamidiosporas, dependiendo
de las condiciones ambientales. La transicion de blastoporo a hifa representa un cambio
de comensal a estado patogénico aunque esto no es un prerequisito para que ocurra una
infeccion. Candida es parte de la microbiota normal de la piel, boca y tracto

gastrointestinal y es la causante de la mayoria de las infecciones fungicas.

Existen algunos factores de virulencia importantes en la colonizaciéon de los
conductos radiculares que estan involucrados en la patogénesis de las lesiones
perirradiculares. La adherencia de Candida albicans se presenta por una combinacion de
mecanismos especificos (interacciones ligando-receptor) o no especificos (carga
electrostatica, o fuerzas de van der Walls) que permiten que las levaduras se unan a un

amplio rango de tipos de tejidos incluyendo la dentina.

Candida tiene moléculas en la superficie que median la adherencia a los tejidos
incluyendo un receptor homologo a la integrina humana CR3, lo cual liga a grupos RGD
(arginina, glicina y ac. aspartico) sobre fibrindgeno, fibronectina y laminina y a
proteinas que se unen a moléculas como lecitina sobre las células del huésped y sus

tejidos.



La adherencia de C. albicans a proteinas de la matriz extracelular como colageno
tipo I y fibronectina depende de la presencia de calcio extracelular que abunda en la
dentina. C.albicans tiene actividad colagenolitica que puede degradar colageno de
dentina humana. Ademas puede activar el sistema de complemento por la via clasica o

alterna (Siqueira et al., 2002).

Otro factor de virulencia incluye la fosfolipasa y proteinasa que puede estar
involucrada en la invasion tisular degradando proteinas de la matriz extracelular y
secretar adenosina que bloquea la produccion y degranulacion de radicales de oxigeno

de neutrofilos.

Se ha demostrado que existe una interaccion entre C. albicans y Streptococcus
gordonii, siendo capaces de formar biofilms, esta interaccion es bidireccional y se
considera un beneficio mutuo debido a que permite la supervivencia, persistencia y
patogenicidad de estos microorganismos en diversos nichos orales. Se ha demostrado
que C. albicans es capaz de producir microambientes hipdxicos dentro del biofilm que

facilita el crecimiento de bacterias anaerobias tales como Clostridium perfringens

( Lohse, 2018).

La virulencia de C. albicans puede ser aumentada por la presencia de bacterias
orales que pueden inducir la sobreregulacion de genes especificos a las hifas y otros
factores de virulencia llevando a la formacioén de biofilm junto con la produccion de
proteinasas sectetil-asparticas (SAPs), componentes de la matriz exopolimérica y

adhesinas que contribuyen a la filamentacion, colonizacion e infeccion invasiva.

Los m.o. presentes dentro de tubulos dentinarios no son afectados por
procedimientos quimicomecanicos, ademas es resistente a medicamentos intraconducto

por lo que se asocia con casos de infecciones persistentes ( Siqueira et al., 2002).



4.2 Patogénesis de infecciones endodonticas en dientes inmaduros

En dientes con 4pice inmaduro, es reconocido que una radiolucencia apical puede
asociarse con el foliculo dental y no necesariamente con periodontitis apical. De esta
forma una periodontitis apical en estos casos se puede confirmar cuando exista evidencia

de alodinia mecanica, inflamacion o presencia de tracto sinuoso.

En casos de necrosis pulpar con presencia de abscesos agudos o crénicos y
lesiones periapicales visibles radiograficamente, las condiciones ambientales son mas
criticas pues es posible que exista el crecimiento de biofilm bacteriano dentro de los

conductos radiculares.

Una revascularizacion espontanea que permita el desarrollo radicular
convencional puede fallar en presencia de una infeccion, aunado a esto, puede haber una
infeccion radicular externa relacionada con resorcion radicular. De esta forma en la
ultima década se ha demostrado con diversos reportes clinicos que casos con infecciones
establecidas pueden desinfectarse de manera adecuada de tal forma que se genere un
proceso regenerativo y por lo tanto tener un éxito clinico. Esta desinfeccion se ha
logrado con el uso de varios antibidticos, combinaciones de antibidticos o el uso de

hidroxido de calcio.

Debido a que el desarrollo de una infeccién endodontica juega un rol critico en
las consideraciones de tratamiento y en el éxito de los procedimientos regenerativos, es
esencial examinar el tipo y caracteristicas de las infecciones que resultan después de una
necrosis pulpar. Esto permitird al clinico entender la localizacion del biofilm bacteriano,
la virulencia microbiana, las caracteristicas de adhesion y la sensibilidad antibiotica de
los organismos involucrados. El conocimiento de estos mecanismos ayudara a identificar

las mejores estrategias antibacterianas.
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Los datos sobre la microbiota de un diente inmaduro con infecciones
endoddnticas en pacientes jovenes son muy escasos. Sin embargo, es importante
reconocer el tipo de microorganismo que estd provocando una infeccion para poder

administrar el antibiotico adecuado y asi evitar su resistencia (Fouad, 2013; 2014).

El efecto de una infeccidon preoperatoria es muy importante en casos en donde se
intenta realizar tratamientos de regeneracion endodontica. La infeccidon preoperatoria
puede ser el determinante de que exista una revascularizacidn espontinea o sea
necesario realizar tratamientos de regeneracion endoddntica. Las bacterias forman
biofilms sobre las paredes de los conductos, en istmos y conductos laterales, dentro de

los tubulos dentinarios y sobre la superficie radicular apical extraradicular.

En endodoncia regenerativa, la falta de obturacion del conducto radicular
mientras el tejido se esta regenerando, pueden existir bacterias residuales que proliferen
y restablezcan el biofilm. Por lo tanto es necesario establecer un nivel de desinfeccion
mas alto que en las técnicas tradicionales, ademads el tejido en desarrollo necesita tiempo
suficiente para formar la raiz por lo tanto las condiciones ambientales asépticas son

necesarias por un mayor periodo.

4.3 Regeneracion en endodoncia

La maduracion de la raiz de un diente permanente ocurre alrededor de 3 afios
después de la erupcion. Una lesion pulpar durante este periodo, constituye un verdadero
reto clinico debido a que se pueden presentar condiciones que podrian afectar el
desarrollo radicular. Estas condiciones pueden ser caries, lesiones traumaticas,
anomalias del desarrollo tales como dens evaginatus (Diogenes et al., 2014; Fouad,

2013).
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Dependiendo de la vitalidad de la pulpa afectada se pueden realizar dos enfoques
de tratamiento: Apexogénesis que es procedimiento de terapia vital pulpar que permitira
el desarrollo de la raiz de manera fisiologica o Apexificacion que es definida como un
método para inducir una barrera calcificada en una raiz con dpice abierto y con pulpa

necroética (AAE Glossary, 2016).

Tradicionalmente este procedimiento se ha realizado con el uso de hidroxido de
calcio (Ca(OH)2) como medicacion intraconducto. El alto pH del Ca(OH): es un factor
importante para la formacion de una barrera calcificada. Se ha demostrado que esta

barrera es mas exitosa si existe ausencia de microorganismos.

La actividad antibacteriana del Ca(OH): se relaciona con la liberacion de iones
hidroxilo que son altamente oxidantes y muestran una reactividad extrema, estos iones
causan dafo a la membrana citoplasmatica bacteriana, denaturacion proteinica y dafio al
DNA bacteriano. La liberacion de iones calcio puede afectar la enzima pirofosfatasa
involucrada en la sintesis de colagena. La estimulacion de esta enzima puede facilitar los

mecanismos de reparacion (Rafter, 2005).

Aunque estos procedimientos fueron empleados durante mucho tiempo, tiene
desventajas considerables como ser tratamientos usados por largos periodos, usualmente
uno o dos afios, lo que de acuerdo a reportes (Andreasen et al., 2002), puede incrementar
el riesgo de fractura debido al debilitamiento de las paredes dentinarias. La explicacion a
esto se debe a que existe una disrupcion entre el enlace que une los cristales de
hidroxiapatita con la red coldgeno de la dentina debido al efecto del hidroxido de calcio.
La disrupcion toma lugar debido a la neutralizacion, disolucion o denaturalizacion de
proteinas acidas y proteoglicanos que en la dentina pueden servir como agentes de
adhesion entre la coldgena y los cristales de apatita (Andreasen et al., 2002). Estos
hallazgos sustentan el uso de otras alternativas de tratamiento sustituyendo al uso del

Ca(OH)2 como tnica opcidn en procedimientos de apexificacion.
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Posteriormente, se propuso el uso de un tapon apical de 3 6 4 mm de MTA, y en
una segunda cita que puede ser a las 24 horas debido a que el MTA puede fraguar
incluso a las 4 horas, el resto del conducto se puede obturar con una resina reforzada
para tratar de minimizar el riesgo de fracturas (Shabahang, 1999). A pesar del éxito de
estos procedimientos, el desarrollo radicular no continia y por lo tanto estas raices

permanecen delgadas, fragiles y susceptibles a las fracturas.

Existen reportes clinicos que han demostrado que es posible realizar tratamientos
de apexogénesis en dientes con pulpas no vitales (Trope, 2006; Iwaya et al., 2001;

Banch and Trope 2004; Chueh and Huang, 2006).

Se ha sugerido un nuevo protocolo para el tratamiento de dientes necroticos con
apice inmaduro que implica la induccion de sangrado intraconducto creando un coagulo
que funcione como andamio para la generacion de tejido vital y asi se continue con el

desarrollo normal de la raiz.

Los procedimientos de regeneracion inician con la irrigacion con hipoclorito de
sodio y la medicacion intraconducto de hidroxido de calcio o de antibidticos con
duraciones variables. Estas técnicas incluyen en uso de andamios (coagulo sanguineo,
plasma rico en plaquetas o en fibrina, esponjas de coldgeno), la estimulacion de factores
de crecimiento y posteriormente el sellado con barreras bioactivas. Los andamios ya sea
con la simple induccioén de sangrado para formar un coagulo o el uso de biomateriales,
sirven como una matriz natural que serd invadida por células madre. Este procedimiento
induce la revascularizacion y la formacion de nuevo tejido duro. Estos protocolos estan

basados en conceptos de medicina regenerativa (Huang 2009, Mari-Beffa ef al., 2017).
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La vascularizacion via crecimiento apical de vasos sanguineos en un espacio que
contiene células madre facilita la regeneracion exitosa dentro del espacio radicular

(Nygard-Ostby and Hjortdal, 1971).

Con el creciente incremento en el conocimiento de la biologia de las células
madre, el campo de la ingenieria tisular ha creado la disciplina llamada medicina
regenerativa. La ingenieria tisular es el campo que restablece la estructura y fisiologia de

tejidos danados por céncer, enfermedades o trauma ( Nakashima and Akamine, 2005).

La regeneracion endodontica se define como una serie de procedimientos
bioldgicos que permiten reemplazar estructuras dafiadas como dentina, estructuras
radiculares y células del complejo pulpo-dentinario. Los objetivos de la regeneracion
endoddntica son generar tejidos parecidos a la pulpa, idealmente el complejo pulpo-
dentinario, regenerar dentina coronal danada después de una exposicién cariosa,

regenerar la raiz resorbida, dentina apical o cervical ( Murray et al., 2007).

Usualmente este proceso involucra la combinacion de tres elementos clave que

son las células madre, factores de crecimiento y biomateriales llamados andamios.

4.4 Células madre dentales

Una célula madre dental es un tipo de célula autorenovable y en los dientes se
involucran en el mantenimiento y el desarrollo del tejido dental. Las células madre
dentales y sus células hijas crecen y se diferencian dependiendo de los factores de

crecimiento liberados por el microambiente que rodea al diente.
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Durante el desarrollo animal o la regeneracion, las células orquestan la
generacion de tejidos y organos por medio de un programa genético, este programa

comprende una red de factores de transcripcion especificos.

En el nucleo celular, estos factores regulan la transcripcion de genes codificados
para sefales moleculares. Estas moléculas pueden ser liberadas a las células
circundantes, las cuales a su vez pueden regular la transcripcion genética a las células

vecinas activando nuevos factores de transcripcion (Mari-Beffa et al., 2017).

La importancia de estos factores es que proveen el patron posicional, el control
del tamano y la diferenciacion celular. Una vez que la célula adquiere un patron
especifico obtiene un mecanismo de memoria posicional que en el futuro se mantendra

para generar la apariencia histologica final.

Esta red de factores de transcripcion puede ocurrir durante el desarrollo dental y
la regeneracion. El factor de crecimiento transformador beta-1, la proteina
morfogenética Osea 2, proteina de matriz dentinaria 1 o factor de crecimiento de

hepatocitos son algunas moléculas sefializadoras derivadas de dentina.

Estas moléculas regulan las interacciones célula-célula, controlan la
proliferacion celular y la diferenciacion durante el desarrollo dental. Algunas de estas
biomoléculas son MSC proangiogénicas o factores troficos. Durante el desarrollo
quedan atrapadas en la matriz dentinaria donde permanecen funcionales durante toda la
vida. De esta forma, la dentina puede ser considerada un reservorio de factores de
crecimiento y otras moléculas bioactivas con roles importantes en la reparacion y la

regeneracion (Mari-Beffa et al., 2017).

En una pulpa sana, estas moléculas pueden permanecer en un estado fosilizado, y

solo cuando existe una enfermedad, la disolucion de la matriz puede ser observada
15



llevando a la liberacion de moléculas bioactivas. En algunos casos. éstas se asocian con
la fase mineral de la dentina por medio de la unién de iones no especifica, en otros

casos, esta unioén es mas especifica involucrando al TGF-B1( Smith et al., 2016).

Los tratamientos de regeneracion endodontica pueden liberar estos factores
almacenados en la dentina, la dentina tratada podria actuar como nicho extracelular
potencialmente modulando el crecimiento y la diferenciacion de odontoblastos durante

la regeneracion endodontica (Mari-Beffa et al., 2017).

4.4.1 Células madre de la pulpa dental

Las terapias basadas en células madre han sido empleadas en muchos
procedimientos regenerativos. El objetivo de esta terapia es reemplazar, reparar o
aumentar las funciones biologicas de los érganos o tejidos dafados. Es deseable que las
células mesenquimatosas/células progenitoras (MSCs) sean una fuente inagotable de
productos terapéuticos en la terapia celular. Las MSCs son derivadas del mesodermo y
estan presentes en muchos tejidos y dérganos posnatales. Se han aislado de diferentes
fuentes como médula 6sea, tejido adiposo, hueso, periostio liquido sinovial, musculo
esqueletal, piel, periocitos de los vasos sanguineos, ligamento periodontal, cordon
umbilical y pulpa dental de dientes permanentes y deciduos (Nakashima et al., 2013;

Gronthos et al., 2000) .

Todos los tejidos se originan de las células madre. Una célula madre
comunmente se define como una célula que tiene la habilidad de dividirse
continuamente y producir una progenie que puede diferenciarse en varios tipos de
c€lulas o tejidos. Las células madre pueden ser embridnicas/fetales o adultas/posnatales.
Estas células tienen el potencial de desarrollar diferentes tejidos especializados, es decir
plasticidad. La plasticidad de las células madre embrionarias es mucho mayor que las

c¢lulas madre posnatales.
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Las células madre se dividen en: totipotentes, multopotentes y pluripotentes esto

de acuerdo a su plasticidad.

Las células madre también son categorizadas por su fuente de obtencion, las
cé¢lulas madre autdlogas son obtenidas del mismo individuo al que le seran implantadas

para terapia celular.

Los tratamientos de regeneracion endoddntica se realizan con células madre
posnatales autodlogas debido a que estas parecen tener pocas desventajas en cuanto a su
uso clinico (Murray et al., 2007). Las células madre aut6logas son faciles de obtener,

tienen capacidad de autorenovacion y potencial de diferenciacion en multilinaje.

Las células madre adultas son también llamadas células madre somaticas o
posnatales y estas se encuentran en diferentes drganos o tejidos. Aunque muy pocas de
estas células estan presentes en tejidos adultos, su capacidad de autorenovacion y
diferenciacion mantiene los tejidos saludables y pueden reparar tejidos dafiados o
lesionados. Estudios recientes han identificado células madre en la region oral y
maxilofacial, estas células residen en areas especificas denominadas nichos de células

madre.

Ademas de las células madre de la pulpa dental, (DPSCs), se han identificado
células madre de la papila apical (SCAPs), células progenitoras periapicales
inflamatorias (iPAPCs), células madre del foliculo dental (DFSCs), células madre del
ligamento periodontal (PDLSCs), células madre de la médula 6sea ( BMSCs), células
progenitoras del germen dental (TGPCs), células madre de las glandulas salivales
(SGSCs), células madre de dientes deciduos exfoliados (SHED), células madre del
epitelio oral (OESCs), células madre mesenquimales derivadas de encia (GMSCs) y

células madre derivadas de periostio (PSCs) (Diogenes et al., 2013).
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Se han caracterizado dos tipos de células madre adultas en los tejidos dentales,
por ejemplo células madre epiteliales y células madre parecidas a células estromales
mesenquimatosas. Las células madre de la pulpa dental (DPSCs) pueden ser facilmente
colectadas de dientes permanentes y cultivadas de manera segura y minimamente
invasiva. DPSCs tienen un alto potencial angiogénico, neurogénico y regenerativo
comparado con cé¢lulas madre de la médula 6sea y células madre adiposas (Nakashima et

al., 2013).

Las células madre mesenquimales (MSCs) han sido identificadas en muchos
tejidos y son capaces de diferenciarse en muchos linajes de células cuando crecen en
condiciones definidas, incluyendo linajes osteogénicos, condrogénicos, adipogénicos,
miogénicos y neurogénicos. Una consideracion importante es que las DPSCs y SHED

poseen propiedades como multidiferenciacion y autorenovacion.

Estas células tienen la habilidad especifica para regenerar al complejo pulpo-
dentinario cuando se ha trasplantado a ratones inmunocomprometidos. SHED pueden
especificamente inducir la formaciéon de una matriz parecida al hueso con estructura

lamelar por medio del reclutamiento de células del huésped (Egusa et al., 2012).

Se ha considerado que para que continue el desarrollo radicular, la vaina epitelial
de Hertwig y la papila apical deben ser funcionales. Por otro lado, si la pulpa, la vaina
epitelial y la papila apical estan completamente perdidas, la raiz puede incrementar el
grosor por crecimiento de cemento derivado de areas periapicales dentro de las paredes
dentinarias del conducto radicular, este crecimiento de cemento puede estar acompafiado

de ligamento periodontal y de hueso (Huang, 2009).

Las células madre residen en nichos que proveen un microambiente responsable

del mantenimiento de éstas de manera indiferenciada. Al rededor de estos nichos existe
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una interaccion entre células madre, células de varios linajes, matriz extracelular y

moléculas solubles incluyendo factores de crecimiento.

En la pulpa dental, se han reportado nichos de células madre perivasculares, la
movilizacion de células madre indiferenciadas depende en gran parte de las respuestas
vasculares y angiogénicas. Una vez recluidas, las células madre dentales no solo tienen
caracteristicas reparadoras sino también inmunomodulatorias. Sus propiedades incluyen

su habilidad para suprimir citocinas proinflamatorias (Smith ez al., 2016).

DPSCs responden a lesiones dentales por proliferacion, migracion y
diferenciacion para reemplazar odontoblastos, llevando a la sintesis y secrecion de

dentina terciaria o dentina reparativa.

DPSCs muestran una alta actividad migratoria in vitro con muchas citocinas o
factores de crecimiento, incluyendo factor derivado de células estromales-1 alfa
(SDF-1a), factor estimulador de colonias de granulocitos G-CSF, GM-CSF, y factor de
crecimiento de fibroblastos-2. La capacidad migratoria de estas células puede ser
modulada por una variedad de citocinas y factores de crecimiento de esta forma se

aumenta su potencial regenerativo (Nakashima et al., 2013).

La sefalizacion celular es un proceso complejo de comunicacion entre diferentes
células dentro de uno o multiples tejidos y forman la base de todas las actividades
celulares; la proliferacion, diferenciacion, migracion y apoptosis son todos los procesos
instruidos por diferentes sefiales. Dependiendo del contacto celular y la distancia entre

las células, la sefalizacion celular puede ser dividida en diferentes categorias.

Las sefiales pardcrinas son sefiales transmitidas solo sobre distancias cortas a

través de factores que ejercen sus efectos localmente, estos factores son secretados por
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una célula y solo afectan a sus células vecinas debido a su rapida degradacion, consumo

o limitacion de movimiento por la matriz extracelular (ECM) (Huang et al., 2012).

Existe un creciente e importante realce del potencial para la secrecion de factores
troficos de las células madre progenitoras. Se ha observado que las células madre
mesenquimales son capaces de secretar un amplio espectro de citocinas y factores de
crecimiento que afectan a sus células vecinas. El éxito en la reparacion o regeneracion se
debe en parte al efecto de estos factores impartidos en el tejido del huésped. Los efectos
paracrinos pueden estimular el reclutamiento de células huésped progenitoras, aumentar
la angiogénesis/neurogénesis y posiblemente modular la respuesta inmune ( Doorn et al.,

2012; Nakashima et al., 2013).

Los factores troficos o paracrinos expresados en MSCs son VEGF-A, ANG-1,
TPO, HGF, LIF, IGF- proteinas de union 1,2,3,4, FGF-4, leptina, fractalina, péptido
activador de neutrofilos-2, (NAP-2) proteina 1-beta , asi como un pequefio nimero de
citocinas, 1L-6,7,8 y 10, factores de crecimiento (G-CSF,GM-GSF, SDF-1 y SCF)
(Doorn et al., 2012).

Los factores secretados por DPSCs exhiben efectos troficos e inmuno-
modulatorios. Los factores troficos secretados por DPSCs incrementan la movilizacion y
proliferacion de células progenitoras, inhiben apoptosis, inducen angiogénesis o
neurogénesis. Los factores inmunoregulatorios ejercen efectos proliferativos sobre
células T e incrementan en perfil antiinflamatorio, dando como resultado tolerancia
inmune por el efecto producido sobre células T regulatorias (Treg) (Nakashima et al.,

2013).
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4.4.2 Células madre de papila apical (SCAPs)

En los dientes en desarrollo, la formacion radicular comienza cuando las células
epiteliales que se encuentran en el borde cervical (diafragma epitelial) en la union del
epitelio dental interno con el epitelio dental externo, proliferan apicalmente, células
mesenquimatosas se diferencian en odontoblastos y en cementoblastos formando la

vaina epitelial de Hertwig que sera la responsable de determinar la formacién de la raiz.

Se sabe que la papila dental contribuye a la formacion dental y eventualmente se
convierte en pulpa dental. Debido a que la raiz se continua desarrollando después de la
etapa de campana, la localizacion de la papila se encuentra mas apical que la pulpa
dental. Esta localizada apicalmente con respecto al diafragma epitelial. Las

caracteristicas histologicas en la unién de la pulpa y la papila son diferentes.

Los odontoblastos derivados de la papila dental se denominan odontoblastos
primarios estos forman dentina primaria y secundaria durante en desarrollo dental, de
manera opuesta, se denomina ondontoblastos de reemplazo o células parecidas a
odontoblastos a aquellos que reemplazan a los odontoblastos primarios y forman dentina

terciaria, de reemplazo o reparativa ( Sonoyama et al., 2008).

Los odontoblastos de reemplazo provienen de células mesenquimatosas

localizadas en la zona rica en células presentes en la region perivascular.

Es importante sefialar que existen células madre o progenitoras tanto en la papila
apical como en la pulpa dental, pero ambas tienen distintas caracteristicas. La densidad
vascular en la papila apical es menor que la de la pulpa. Este tejido es beneficiado por
circulacion colateral que le permite sobrevivir durante el proceso de necrosis pulpar

(Sonoyama et al., 2008; Huang et al., 2008).
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Las SCAPs son una poblacion de células madre dentales que tiene un gran
potencial en endodoncia regenerativa. Estas células son la principal fuente de células
indiferenciadas en el proceso del desarrollo dental, tienen mayor tasa de proliferacion
que las células madre de la pulpa dental (Huang et al., 2008). Ademés de ha demostrado
su capacidad de formar células parecidas a odontoblastos y por lo tanto formar dentina
de novo in vivo ( Huang et al., 2010), los eventos celulares en este proceso suceden de la
siguiente forma: 1) algunas SCAPs o DPSCs sobre andamios de un copolimero
polilactico (PLG) en el conducto radicular migran hacia la superficie de la dentina, 2)
estas células reciben sefiales de la dentina y se diferencian en células parecidas a
odontoblastos, 3) un proceso celular se extiende desde cada célula hacia los tubulos
dentinarios. 4) las células inician la produccion de matriz extracelular en el espacio del
tabulo dentinario asi como en la superficie de la dentina y 5) los pasos remanentes son
similares a la aposicion de tejido parecido a dentina durante la produccion de dentina
natural, excepto que las células descansan sobre un tejido parecido a dentina a un ritmo

diferente.

La capacidad de las células madre de la papila apical para diferenciarse en
células dentinogénicas funcionales ha sido verificada en modelos animales. Se ha
demostrado que la papila apical contiene multipotentes células madre mesenquimales
(MSCs) que expresan varios marcadores MCS. Estas son capaces de formar células
parecidas a odontoblastos, producir dentina in vivo y ademas ser fuente de odontoblastos

primarios para la formacion de dentina radicular (Ruparel et al., 2013).

El descubrimiento de las SCAPs puede explicar el por qué se presenta
apexogénesis en dientes permanentes inmaduros infectados con periodontitis apical o
con presencia de abscesos (Iwaya et al., 2001; Banch and Trope 2004; Chueh and Huang
2006).
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Las SCAPs que residen en la papila apical sobreviven a la infeccién debido a la
proximidad de los tejidos periapicales, por lo tanto, después de la desinfeccion
endodontica bajo la influencia de la vaina epitelial de Hertwig, estas células son la

fuente primaria de odontoblastos que completan la formacion radicular ( Huang, 2009).

Las SCAPs pueden sobrevivir durante la periodontitis apical donde una
microflora compleja, mediadores inflamatorios, células inmunes y una baja tension de

oxigeno son cominmente encontradas.

Las razones bioldgicas para esta aparente resilencia pueden explicarse por la
relativamente baja densidad de vasos sanguineos en la papila apical comparada con la
pulpa dental adyacente, mientras el foliculo dental que rodea a la papila es altamente

vascularizado y puede actuar como un lecho vascular para suministrar nutrientes a las

SCAPs.

La papila estd equipada para recibir nutrientes y oxigeno via difusién de tejidos
circundantes tales como el foliculo dental y posiblemente tejido granulomatoso

vascularizado presente en la periodontitis apical.

Se ha demostrado que los ambientes hipoxicos aumentan la proliferacion,
supervivencia y potencial angiogénico de las células madre. Estos efectos también han
sido observados cuando las células madre han sido expuestas a bacterias por productos

como sus endotoxinas.
De esta forma, es posible que las SCAPs y las células madre circundantes puedan

sobrevivir y mantener su potencial de diferenciacion en condiciones adversas tales como

periodontitis apical y abscesos apicales (Diogenes ef al., 2013).
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4.5 Desinfeccion intraconducto

Uno de los elementos clave para los procedimientos de regeneracion se ha
atribuido a la ausencia de infecciéon (Fouad, 2011). La infeccion dentro del espacio
pulpar puede interrumpir la habilidad de los tejidos para desarrollarse dentro del

conducto radicular.

Los tratamientos de regeneracion endodontica incluyen un debridamiento
mecéanico minimo, tomando en cuenta que tratamos con dientes con paredes dentinarias
muy delgadas, se debe realizar una instrumentacion que impida el debilitamiento de la

estructura dental.

Es importante considerar que si no existe friccion contra las paredes dentinarias,
las bacterias del biofilm pueden permanecer intactas por lo que podrian ser mas
resistentes a los agentes bacterianos que aquellas bacterias planctonicas que tienen una
disrupcion mecénica. Otro factor importante a considerar en la desinfeccion es que
aunque es necesaria una alta eficacia antimicrobiana, también se necesita evitar la
irritacion del tejido regenerado, una minima toxicidad sobre los tejidos duros y blandos

(Fouad and Verma 2014).

La formacion de un codgulo dentro del conducto radicular constituye un paso
critico debido a que éste actua como una fuente de células madre desde los tejidos
periradiculares tales como SCAPs, tan pronto como se forma un codgulo de fibrina que
actla como andamio para soportar la proliferacién celular, también se pueden proveer
factores de crecimiento presentes en las plaquetas, estos factores también estan presentes

en la dentina (Lovelace et al., 2011; Smith et al., 2016).
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Varios protocolos de desinfeccion se han propuesto en estos casos incluyendo la
aplicacion de hipoclorito de sodio (NaOCl) a concentraciones que van del 1.25% al
5.25%, clorhexidina al 2%, estos irrigantes se han propuesto por sus propiedades

bactericidas y efectos bacteriostaticos.

El NaOCl podria ser el agente antimicrobiano mas potente usado en endodoncia,
sin embargo, su uso puede ser citotoxico para las SCAPs, previniendo su adhesion a
paredes dentinarias y pudiendo abortar el efecto de factores de crecimiento secuestrados

en la dentina.

Los efectos del NaOCl pueden ser moderados por el EDTA al 17%,
particularmente como irrigacion final después del uso de hipoclorito de sodio a bajas

concentraciones como 1.25% (Martin et al., 2014).

Uno de los beneficios del EDTA, es que el uso en procedimientos de
regeneracion puede ayudar a la liberacion de factores de crecimiento embebidos en la
matriz orgédnica de la dentina, como se ha mencionado anteriormente, estos factores
permiten la proliferacion, supervivencia y diferenciacion de células madre dentales.

(Trevifio et al., 2001).

La clorhexidina no ha demostrado contribuir significativamente a la
desinfeccion. La CHX usada en regeneracion puede ser toxica para las células madre de
papila apical ademas de formar quimicos como PCA cuando interactia con el NaOCI.

(Basrani et al., 2004)

Debido a que por si sola la irrigacion es insuficiente para la desinfeccion de los
conductos, se ha observado que el uso de medicamentos como pastas antibioticas

incrementa la eficacia en la erradicacion bacteriana en un 70%.
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4.6 Marco de referencia

En 1984 WD Miller fue el primero en observar diferentes microorganismos
dentro del conducto radicular, sin embargo muchas bacterias no pudieron ser cultivables.
No fue hasta 1982 que se demostrd que existen diferencias en la disponibilidad de
nutrientes y tension de oxigeno en la region apical comparada con el conducto principal
lo que permite un crecimiento lento y dominante de bacterias anaerobias obligadas en la

region apical de los conductos radiculares (Fabricius et al.,1982).

La presencia de hongos en conductos radiculares fue inicialmente reportada por
Grossman, quien encontr6 evidencia fingica en 17% de muestras evaluadas. Hongos y
levaduras han sido aislados de conductos radiculares con necrosis pulpar y periodontitis
apical. La presencia de estos patdogenos se atribuye a invasiones oportunistas en
conductos radiculares infectados (Waltimo et al., 1997). Baumgartner en el 2000,
reportd una incidencia del 21% de ocurrencia de Candida albicans en infecciones de
origen endoddntico. Mergoni ef al., en el 2018 en un meta-andlisis y revision sistematica
de la prevalencia de Candida albicans en infecciones endoddnticas, hacen énfasis en la
importancia del enfoque en estrategias terapéuticas para la erradicacion de infecciones

fungicas de origen endodontico.(Peerson, 2017, Mergoni, 2018).

Muchos estudios han reportado que C. albicans y E. faecalis son capaces de
invadir tubulos dentinarios a una profundidad variable, por lo que para su erradicacién
es necesario contar con agentes antimicrobianos efectivos. Se ha demostrado que estas
especies son resistentes al hidroxido de calcio. (Peerson, 2017; Siqueira, 2004; Waltimo,

1997).

Nagata et al., 2014 report6 los patdogenos endoddnticos cominmente encontrados

en dientes con apice inmaduro.
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De manera interesante, una de las especies mas prevalentes fue Actinomyces
naeslundii (67%), seguido de Porphyromonas endodontalis, Parvimonas micra,
Fusobacterium nucleatum(33%), Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia(26%), Tannerella forsythia(20%), Filifactor alocis y Treponema denticola
(13%).

Se ha demostrado que Actinomyces naeslundii es capaz de formar colonias
periapicales que resisten a las respuestas del huésped. Esto es importante debido a que
en un apice abierto, esta flora puede traslocarse facilmente a la lesion apical (Fouad,

2017).

Lin et al., en 1984, encontraron tejido vital incluso en casos asociados con
radiolucencias periapicales. En el caso de dientes inmaduros con lesiones periapical se
sugiere la presencia de tejido vital apical. La infeccion se puede diseminar a través de la

pulpa sobreviviente alcanzando tejidos periapicales.

Etsuro Hoshino et al., en 1996, menciona que la aplicacion de drogas
antibacterianas podria representar un método de erradicacion bacteriana en el
tratamiento de conductos radiculares, sugiriendo el uso de Metronidazol como agente
bactericida de amplio espectro con accion contra anaerobios obligados. Sato et al., en
1992, demostré6 que una mezcla de antibidticos como ciprofloxacino, metronidazol y
minociclina (cada uno en concentraciones de 100 ug ml-1) pueden esterilizar lesiones
cariosas, pulpas necroticas y dentina radicular infectada de dientes deciduos, surgiendo

asi la pasta triple antibiotica.

Nygard-Ostby y Hjortdal en 1971 fueron los primeros en definir procedimientos
de regeneracion endoddntica mencionando que la formacion de un codgulo sanguineo

podria ser el primer paso en la reparacion del tejido pulpar danado.
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Shabahang et al., en 1999, sugiere el uso del mineral trioxido agregado (MTA)
como barrera apical como alternativa de tratamientos de apexificacion en dientes

necroticos con apice inmaduro.

Grontos et al., en el 2000, demostrd que las células madre de la pulpa dental
tienen propiedades clonogénicas, es decir exhiben unidades formadoras de fibroblastos
en cultivos, in vivo DPSCs pueden diferenciarse en odontoblastos e inducir a las células
huésped a participar en la regeneracion generando complejos parecidos a
pulpodentinarios después de transplante subcutaneo en conjunto con andamios de
hidroxiapatita/fosfato tricalcico (HA/TCP) en ratones inmunocomprometidos. La
diferenciacion en osteoblastos que secretan abundante matriz extracelular y que puede
construir hueso joven o reticular ha sido demostrado in vitro. DPSCs pueden
diferenciarse en oligodendrocitos maduros o neuronas funcionalmente activas después
de su transplante en el mesencefalo embrionico. También se ha demostrado musculo liso
y esqueletal inducido por DPSCs in vivo. Estos potenciales de diferenciacion multilinage

de las DPSCs sugieren su utilidad en varios campos de la medicina regenerativa.

Sonoyama et al., en el 2008, demostrd que existe una pérdida de conexion fisica
entre la papila apical y la pulpa dental. Histologicamente se observa una capa

densamente poblada llamada zona apical rica en células entre estos dos tejidos.

Para verificar el rol funcional de la papila apical, se han realizado experimentos
en donde se ha removido la papila en dientes en desarrollo observandose que en estos
casos se detiene el desarrollo a pesar de que la pulpa estd intacta. Basado en esta
evidencia se cree que las células madre de la papila apical (SCAP) y no las de la pulpa
dental (DPSCs) son la fuente de odontoblastos primarios que producen dentina radicular

(Sonoyama et al., 2008).
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Se ha observado que el crecimiento de SCAP aisladas en cultivos puede llevar a
diferenciacion dentinogénica cuando se estimula con dexametasona suplementada con
L-ascorbato-2-fosfato y fosfato inorganico. Ademds de su potencial dentinogénico,
SCAP exhiben diferenciacion adipogénica y neurogénica (Huang et al., 2008). El
potencial neurogénico de SCAP puede ser debido a que éstas derivan de células de la

cresta neural.

Srisuwan ef al., en el 2014, demostré que debido al papel critico de las células
madre en la regeneracion endodontica, su viabilidad en presencia de pastas antibioticas
es esencial para el éxito. Recientemente, los estudios sugirieron que los medicamentos
intracanal (TAP, DAP) son directamente toxicos para las células madre de papila apical
(SCAP), fibroblastos del ligamento periodontal humano, células de pulpa dental humana

y células papilares apicales .

Trevifio et al., en el 2011, aislaron SCAP de dientes inmaduros, las células fueron
irrigadas con diferentes concentraciones de NaOCl, acido etilendiamino-tetracético 17%
(EDTA), Clorhexidina (CHX) al 2% y alcohol isopropilico. Los resultados mostraron
que la irrigacion con EDTA al 17 % muestra una gran viabilidad celular en comparacion
con los otros irrigantes, seguido de la combinacion de EDTA con NaOCl, por otro lado,

los protocolos que contenian CHX fueron letales para todas las células viables.

En este estudio, los protocolos de irrigacion que contenian EDTA tuvieron mayor
supervivencia de SCAP y este hallazgo confirma la hipdtesis de que los factores
liberados de la dentina pueden promover la supervivencia de SCAP en el sistema de
conductos radiculares (Trevifio et al., 2011). Se ha observado que el nimero de DPSCs
adheridas a las superficies radiculares puede variar dependiendo de los irrigantes

utilizados.
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El NaOCI al 6% puede afectar la adherencia de estas células en las paredes de
los conductos, ademads se observo que tanto el NaOCI como la CHX son citotoxicos para

estas células (Ring et al., 2008).

A pesar de esto, se ha demostrado que el uso de NaOCI a bajas concentraciones,
es decir al 1.5% puede promover la supervivencia y diferenciacion de células madre y
esto se puede potencializar seguido de una irrigacién con EDTA al 17% (Martin et al.,

2014).

Estos hallazgos remarcan que incluso los irrigantes utilizados comunmente en
endodoncia pueden tener un efecto profundo en la supervivencia y capacidad de

diferenciacion de las células madre.

Estudios independientes han mostrado que el acondicionamiento de dentina con
NaOCl al 5% o 6% previene la diferenciacion de SHED y DPSCs, el efecto prolongado
del NaOCl es toxico para las células madre, de esta forma, el acondicionamiento con
NaOCl a su maxima concentracion lleva a una gran disminucién en la supervivencia de
las células madre y por lo tanto a la diferenciacion de células parecidas a odontoblastos

(Diogenes et al., 2014).

Los medicamentos intraconducto mas usados en procedimientos de regeneracion
endododntica incluyen la mezcla de ciprofloxacino, metronidazol y minociclina, también
llamada pasta triple antibidtica (TAP). Esta combinacion ha mostrado ser altamente
eficaz contra bacterias que comtinmente infectan el sistema de conductos radiculares.
Sin embargo, se han usado otros medicamentos como el CaOH2, Formocresol, la
combinacion de metronidazol y ciprofloxacino (DAP) y combinacion de metronidazol y

ciprofloxacino con cefaclor (Thibodeau, et al., 2007; Diogenes et al., 2017).
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Shaik et al., en el 2014, demostraron que la combinacion de TAP+chitosan y
CaOH2+chitosan producen mejores resultados contra C. albicans y E. faecalis que

cuando se combinan con solucion salina.-

Del Carpio et al., en el 2017, menciona que la incorporacion de nanoparticulas de
chitosan en la pastas de CaOH2 tienen el potencial de incrementar la habilidad
antibacteriana de multiespecies de biofilm, incluso después de tiempos prolongados de

medicaciones intraconducto.

Debido a que las pastas antibioticas son colocadas dentro del conducto por largos
periodos (semanas o meses), el contacto con las células madre de la papila apical puede

llevar a toxicidad y a la disminucion del nimero de células madre mesenquimales.

Ademas, existe el potencial para la interaccion de antibidticos residuales
remanentes sobre paredes dentinarias con la movilizacion de células madre en el sistema
de conductos radiculares después de evocado el sangrado en los procedimientos de

regeneracion ( Diogenes, 2014).
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5. METODOS

5.1 Cultivo de células madre de papila apical ( SCAPs)

Las células se mantuvieron en medio de Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) / Ham's F12 (DMEM/F12) suplementado con suero fetal bovino al 10% (FBS)
(Gibco-Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.), L-glutamina 2 mM, 100 U /mL de
penicilina, 100 pg /mL de estreptomicina y 0.25 pg /mL de anfotericina B (Sigma-
Aldrich) a 37 © C en una atmosfera humidificada con 5% de CO; durante 3 semanas. El

medio se renovo cada 3 dias.

Figura 1. a) Incubacion de SCAPs a 37° con 5% de CO2 en atmdsfera humidificada. b)

Observacion bajo microscopio Optico de células incubadas.

Las SCAPs fueron desprendidas del frasco de cultivo mediante la utilizacion de

tripsina/EDTA 0.25% durante una incubacion de 10 minutos a 37°C.
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Una vez desprendidas las células fueron sembradas en placas de cultivo de 24
pozos a una densidad de 80 mil células por pozo y se mantuvieron en incubacion por 24

horas.

Figura 3. Observacion de confluencia celular bajo

microscopio optico (80 mil células por pozo).
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Una vez formada una monocapa celular observada bajo microscopio, se procedio

a la colocacion de las soluciones doble antibidticas modificadas con antifingico.

Figura 4. Observacion de monocapa celular con microscopio 6ptico 10X.

Se observan células espigadas y alargadas en condiciones de crecimiento.

5.2 Preparacion de soluciones doble antibidticas y antifiingico

Se realizo la preparacion de la solucion doble antibidtica modificada con
antifungico en tres concentraciones diferentes; ciprofloxacino .8mg/ml + metronidazol
2mg/ml + fluconazol .4mg/ml; ciprofloxacino .8mg/ml + metronidazol 2mg/ml +
fluconazol .2 mg/ml+H>0O; ciprofloxacino .8 mg/ml + metronidazol 2mg/ml + .1 mg/ml
+ H20. Como grupo control se prepar6 una pasta doble antibidtica compuesta por

ciprofloxacino de 500 mg + metronidazol 500mg+ propilenglicol.
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5. 3 Preparacion de esponjas de coligeno

Para la colocacion de los medicamentos se utilizd una esponja de coldgeno

absorbible estéril de 1cm x lem x 1 cm (Spongostan™) a la cual se le afiadieron 200 ul

de la mezcla de las soluciones previamente preparadas. Para su completa absorcion, se
usaron pozos de cultivo a los cuales se les agrego la solucion y posteriormente la esponja
hasta que estuviera completamente saturada. Para el grupo control también se usé una

esponja embebida en la pasta doble antibidtica mezclada con propilengicol (DAP).

5.4 Analisis de la viabilidad celular por tincion de cristal violeta

Una vez preparadas las muestras, con el uso de pinzas esterilizadas se fueron
colocando las esponjas en cada pozo de cultivo de acuerdo a los siguientes tratamientos:
esponja + H»0 (control negativo), esponja+ciprofloxacino 500 mg+metronidazol 500 mg
+ propilenglicol (Esponja+DAP), esponja+ ciprofloxacino .8mg/ml + metronidazol 2mg/
ml+fluconazol .4mg/ml+H20 (Esponja+DAF 2%), ciprofloxacino .8mg/ml +
metronidazol 2mg/ml + fluconazol .2mg/ml+H>O (Esponja+DAF al 1%), ciprofloxacino
.8mg/ml + metronidazol 2mg/ml + .1 mg/ml + H>O (Esponja+DAF 0.5%). Una vez

colocadas todas las esponjas, las células fueron incubadas durante 24 hrs a 37° C .

Figura 5. Colocacion de esponjas de colageno en

pozos de cultivo.
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Transcurridas las 24 horas, para el andlisis de viabilidad celular se realiz6 un
ensayo cuantitativo utilizando cristal violeta. Brevemente las células fueron tefiidas
utilizando el colorante cristal violeta para posteriormente extraer la tincion utilizando
una soluciéon de acido lactico. Las soluciones obtenidas de la extraccion fueron
colocadas en una caja de 96 pozos para determinar su absorbancia en un lector de placas

de ELISA a 570 nm.

5.5 Analisis morfologico mediante microscopia de campo claro

Para analizar los cambios morfologicos de las SCAPs, se realizd una tincion
utilizando una solucion de cristal violeta a .1% la cual se colocé durante 10 minutos a
temperatura ambiente, posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS para finalmente

obtener imagenes de microscopio 6ptico de luz.
5.6 Analisis estadistico

Los datos recolectados mediante el programa EXCEL se analizaron
estadisticamente utilizando un andlisis de varianza mediante el programa SPSS. El

analisis se determind considerando un 95% de confiabilidad. Se realizé la estadistica

descriptiva de la viabilidad de las SCPAPs.
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6. RESULTADOS

En este estudio se evaluo la tasa de viabilidad de las SCAPs expuestas a una
solucion doble antibidtica modificada con antifungico utilizando un ensayo de cristal

violeta asi como un anélisis de los cambios morfologicos de las células.

Los resultados muestran que el tratamiento Esponja+tDAP tuvo mayor
citotoxicidad con el 16% de viabilidad celular. Los grupos experimentales mostraron
mayor viabilidad celular y fueron dependientes de la concentracion de las soluciones
probadas, el tratamiento Esponja + DAF 2% con un 41.3%, Esponja + DAF 1% con un
48% y Esponja + DAF 0.5% con un 62.7%. Hubo diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos experimentales y el grupo 2. (Fig. 6)

B Viabilidad celular %
100%

100
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50
25

62.7%
48%

41.3%

Control negativo Esponja+tDAP  Esponjat+tDAF 2% Esponja+DAF 1% Esponja+DAF 0.5%

Figura 6. Porcentaje de viabilidad celular por grupos.
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Grafico 1. Media de viabilidad de las SCAPs expuestas a una soluciéon doble
antibiotica modificada con antifungico por grupo de estudio
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Figura 7. Media de viabilidad de las SCAPs expuestas a la solucién doble antibidtica

modificada con antifingico por grupo de estudio.

Control Esponja+ Esponja+ Esponja+ Esponja +
negativo DAP DAF 2% DAF 1%  DAF 0.5%
Media 0.481 0.080 0.201 0.232 0.301
DE 0.002 0.001 0.002 0.001 0.002
Varianza 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Mediana 0.481 0.080 0.201 0.232 0.301
Minimo 0.480 0.079 0.200 0.231 0.300
Maximo 0.483 0.081 0.203 0.232 0.303
Rango 0.003 0.002 0.003 0.001 0.003
C 95% 0.478 0.078 0.198 0.230 0.298
0.485 0.082 0.205 0.233 0.305
Valor p <0.0001 <0.0001 <0.0001

Tabla 1. Estadistica descriptiva de la viabilidad de las SCAPs expuestas a una
solucion doble antibidtica modificada con antifingico por grupo de estudio.
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Para el analisis morfologico las células adherentes mostraron diferentes tamafios
y morfologias a las 24 hrs en condiciones de crecimiento. En el grupo control negativo,
se observd una apariencia espigada alargada con nucleos ovales y centrales.

Adicionalmente, fueron observadas varias unidades formadoras de colonias (CFU).
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Figura 8. SCAPs observadas a las 24 hrs.

Microscopio optico 10x.

Se observo que las concentraciones si afectan la viabilidad celular ya que las
células expuestas a las 24 horas en contacto directo con las soluciones modificaron su
morfologia, mostrando una apariencia menos espigada, o alargada, dando una forma mas
trapezoidal, ademads de que las células no se mantuvieron tan unidas como en el grupo
control, sin embargo se observé que se mantuvieron adheridas a la esponja de colageno;

hubo disminucién en el conteo dependiente de la concentracion del antifingico.

= FAIN
Figura 9. Control SCAPs + Medio. a) Observacion inmediatamente después de colocar medio
al pozo de cultivo. b) Observacion a las 24 hrs con tincion de cristal violeta. C) observacion a las

24 horas sin tincion. Observacion con microscopio de campo claro.
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Figura 10. Control negativo. a) Observacion inmediatamente después de colocar las
esponjas sobre las SCAPs mas medio de cultivo. b) Observacion a las 24 horas con
tincidon de cristal violeta. ¢) Observacion a la 24 hrs sin tincion. Microscopio Optico de

campo claro.

Figura 11. Esponja + DAP. a) Observacion inmediatamente después de colocar las
esponjas sobre las SCAPs més la DAP. b) Observacion a las 24 horas con tincion de

cristal violeta. c) Observacion a la 24 hrs sin tincidbn. Microscopio Optico de campo
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Figura 12. Esponja + DAF 2%. a) Observacion inmediatamente después de colocar las
esponjas sobre las SCAPs mas la DAF. b) Observacion a las 24 horas con tincion de
cristal violeta. c) Observacion a la 24 hrs sin tinciébn. Microscopio Optico de campo

claro.
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Figura 13. Esponja + DAF 1%. a) Observacion inmediatamente después de colocar las

esponjas sobre las SCAPs més la DAF. b) Observacion a las 24 hrs con tincion de cristal

violeta. C) Observacion a las 24 hrs sin tincion. Microscopio de campo claro 10X.
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Figura 14. Esponja + DAF 0.5%. a) Observacion inmediatamente después de colocar las
esponjas sobre las SCAPs mas la DAF. b) Observacion a las 24 horas con tincion de

cristal violeta. ¢) Observacion a las 24 hrs sin tincion.
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7. DISCUSION

Los estudios sobre la citotoxicidad sobre las SCAPs con el uso de pastas doble
antibioticas son muy escasos, sin embargo, se sabe que las concentraciones de los
medicamentos usados para la desinfeccion en casos de dientes necroticos con apice

inmaduro pueden afectar la supervivencia de las células madre remanentes.

Ruparel et al., en el 2012, demostrd que las concentraciones de TAP y DAP de 1,
10 y 100 mg/mL evaluadas a 3 dias, tienen efectos detrimentales sobre la supervivencia
de SCAP mientras que las bajas concentraciones no tuvieron efectos detectables en su
viabilidad. En su estudio se colocd un inserto celular (BD Biosciences) con poros de
Imicrometro a una distancia de 2 mm de las placas de cultivo. En este estudio se usaron
esponjas de colageno embebidas con la solucion doble antibidtica modificada con
antifingico, mostrando una citotoxicidad moderada, dichas esponjas se colocaron en
contacto directo con la monocapa celular a diferencia de lo descrito por Ruparel, donde

hubo un espacio ente los medicamentos y las cé€lulas.

Chuensombart ef al., en el 2013, evaluaron el efecto citotoxico de la TAP, asi
como cada uno de los antibidticos de manera independiente a diferentes concentraciones
(25, 6.25 y 1.65 pm/ml), observando que la TAP, minociclina y ciprofloxacino fueron
citotoxicos a cultivos de SCAPs y DPCs. La citotoxicidad de cada antibidtico excepto el
metronidazol incrementa dependiendo de la concentracidon y del tiempo de contacto. El
metronidazol en todas las concentraciones tuvo un reducido efecto en la viabilidad
celular. En este estudio se observo que en el dia 1 hubo una mayor viabilidad celular,

mientras que al dia 7 se generd una menor viabilidad celular.
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En este estudio unicamente se realiz6 una evaluacion a las 24 horas observando
una citotoxicidad moderada, sin embargo de acuerdo a los resultados se concuerda en
que la citotoxicidad celular es dependiente de la concentracion y la reduccion de la
misma puede producir menores efectos sobre las SCAPs y por lo tanto aumentar su

supervivencia.

Labban et al., en el 2014, evaluaron los efectos de la DAP , TAP y CaOH2 sobre
DPCs, utilizando un ensayo de actividad de lactato deshidrogenasa (LDH) y un ensayo
colorimétrico de proliferacion celular (WST-1), en donde utilizaron los medicamentos a
diferentes concentraciones mezcladas con medio de cultivo (DMEM). Observaron que
para la DAP la concentracion mas segura fue al 0.3 mg/ml. En este estudio solo se
usaron DPCs y el autor menciona que los diferentes ensayos utilizados para evaluar
citotoxicidad pueden dar resultados variados. En este estudio se utiliz6 una tincién de
cristal violeta y la evaluacion de la absorbancia en un lector de ELISA para evaluar la
citotoxicidad y la viabilidad celular y de la misma forma, se observd que a menor
concentracion de los medicamentos evaluados, hubo menor citotoxicidad comprobando

que ¢ésta es dependiente de la concentracion de los medicamentos utilizados.

Latham ef al., en el 2016 compard6 el potencial antimicrobiano y citotoxico de la
TAP y DAP a diferentes concentraciones (0.1,1,y 10 mg/ml), observando que entre
menor concentracion, menor citotoxicidad, sin embargo no hay efecto suficiente para
eliminar bacterias en tibulos dentinarios; por el contrario, al aumentar la concentracion,
hay mayor efecto antimicrobiano pero al mismo tiempo mayor citotoxicidad. En este
estudio se observo que existe citotoxicidad dependiente de la concentracion
concordando con los resultados de Latham et al. Se realizaron pruebas con las mismas

concentraciones sobre Candida albicans demostrando un excelente efecto inhibitorio.
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Althumairy et al., en el 2014, observo los efectos indirectos de la exposicion de
dentina sobre las SCAPS a TAP o DAP a 1 o 1000 mg/mL. En su estudio se usaron
discos de dentina que fueron expuestos a las pastas antibioticas y después de un periodo
de 7 o 28 dias se elimind la pasta y se incubaron las SCAPs para evaluar su
supervivencia. Los resultados mostraron que la exposicion a 1000 mg/ml provoca
citotoxicidad y no se observo viabilidad de SCAPs, mientras que el uso de estos

medicamentos a 1 mg/mL no tuvo efectos adversos.

En este estudio se realiz6 la evaluacion de la solucion doble antibidtica
modificada en contacto directo con las células, un hallazgo importante fue que a los 15
minutos de exposicion a la DAP se observo bajo el microscopio Optico una gran pérdida
de adhesion de las SCAPs a las esponjas a diferencia de las otras soluciones probadas,
en donde las células permanecieron adheridas a la esponja y a las 24 horas se observo

una alta viabilidad de las mismas.

Hosseini Matin et al., en el 2015 evaluaron la citotoxicidad de la TAP a
concentraciones de 0.1, 1 y 10 mg/ml sobre fibroblastos de pulpa dental cultivados,
mediante un lector de ELISA observaron que las concentraciones de 10 mg/ml tuvieron

efectos citotoxicos moderados.

En este estudio se utilizaron pastas de ciprofloxacino, metronidazol y
minociclina. No se menciona el método de colocacion de la pasta sobre las placas de
cultivo. En nuestro estudio se utilizaron esponjas de coldgeno embebidas en las
soluciones para asegurar el contacto directo de las células con los medicamentos y asi
poder realizar la evaluacion de manera mas fiable, nuestros resultados mostraron que la

DAP tuvo un alto efecto citotdéxico sobre las SCAPs.
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Fernandes Zancan et al., en el 2018, evalu6o el efecto de diferentes
antimicrobianos y antifungicos contra Candida albicans y E. faecalis, observaron que la
combinacion de metronidazol con ketoconazol, asi como ciprofloxacino con ketoconazol
y metronidazol solo, tienen buena accién antimicrobiana contra Candida albicans. Se
puede observar que el uso de un agente antifingico como lo propuesto en esta
investigacion, puede ser empleada como agente antimicrobiano en combinacion con los

antibioticos.
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8. CONCLUSIONES

- Es posible cultivar una subpoblacion de SCAPs utilizando condiciones de cultivo /n

Vitro.

- Se observé que la solucion doble antibidtica modificada con antifungico es capaz de

provocar citotoxicidad dependiente de la concentracion sobre las SCAPs.

- La concentracion de la solucion modificada con antifiungico que provocé menor

citotoxicidad fue la del 0.5%.
- Bajo las condiciones de este estudio, se observd que la solucion doble antibidtica

modificada con antifingico puede ser una alternativa como medicacion intraconducto en

regeneracion endodontica.
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