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RESUMEN

Introduccion: Las células madre mesenquimales son células que son caracterizadas por sus
propiedades de autorrenovacion y diferenciacion. Las células madre pulpares presentan una
capacidad regenerativa. Los fluoruros han sido investigados a lo largo del tiempo para
observar la eficacia para la prevencion de la caries o la disminucion de dicha enfermedad.
Objetivo: Evaluar la citotoxicidad del fluoruro de sodio sobre células madre de pulpa dental
CD146 + in vitro. Metodologia: Se seleccionaron pacientes y piezas dentales, Pacientes
sanos entre 15 y 20 afios, Dientes sin caries y sin fracturas, para lograr valuar el efecto del
factor de crecimiento epidérmico sobre la diferenciacion dentinogénica de células madre de
pulpa dental CD146 + in vitro por medio de aislamiento y cultivo de células madre de pulpa
dental y aplicando Tincion de alizarina roja e inmunofluorescencia. Resultados: Altas
concentraciones de fluoruro de sodio (mayores a 50ppm) inducen muerte celular, cambios
morfologicos, por lo tento menor confluencia celular in vitro, sin embargo, concentraciones
menores a 50ppm no egercen citotoxicidad sobre una subpoblacion de celulas madre de pulpa
dental CD146+ in vitro. Conclusion: Una combinacion adecuada de factores de crecimiento,
mejora la capacidad de diferenciacion de las células madre de la pulpa dental y proporciona
nuevos enfoques para la investigacion y la terapéutica de las células madre de la pulpa dental

in vitro.

Palabras Clave: Mesenchymal stem cells, Dental stem cells, Dental pulp stem cells,
Dentinogenic differentiation, Growth factors.



ABSTRACT

Introduction: Mesenchymal stem cells are cells that are characterized by their self-renewal
and differentiation properties. Pulpal stem cells have a regenerative capacity. Fluorides have
been investigated over time for effectiveness in preventing or reducing caries. Objective: To
evaluate the cytotoxicity of sodium fluoride on CD146 + dental pulp stem cells in vitro.
Methodology: Patients and dental pieces, healthy patients between 15 and 20 years old, teeth
without caries and without fractures, were selected to assess the effect of epidermal growth
factor on the dentinogenic differentiation of CD146 + dental pulp stem cells in vitro by means
of isolation and culture of stem cells from dental pulp and applying Alizarin red staining and
immunofluorescence. Results: High concentrations of sodium fluoride (greater than 50ppm)
induce cell death, morphological changes, therefore less cell confluency in vitro, however,
concentrations less than 50ppm do not exert cytotoxicity on a subpopulation of CD146+
dental pulp stem cells in vitro. Conclusion: An appropriate combination of growth factors
improves the differentiation capacity of dental pulp stem cells and provides new approaches
for in vitro dental pulp stem cell research and therapeutics.

Key Words: Mesenchymal stem cells, Dental stem cells, Dental pulp stem cells,

Dentinogenic differentiation, Growth factors, Epidermal growth factor.



1.- INTRODUCCION
Las células madre mesenquimales son células que son caracterizadas por sus propiedades de
autorrenovacion y diferenciacion. Estas células desempefian un papel muy importante en la
medicina regenerativa y pueden llegar a tener capacidades de reparativas (Gugliandolo A et
al 2021).

Las células madre mesenquimales orales se aislaron principalmente de la pulpa dental pero
también se pueden encontrar en la papila apica, ligamento periodontal, foliculo dental,
germen dental, hueso alveolar entre otros (Gugliandolo A et al 2021). Las células pulpares
se han encontrado con buena capacidad para regeneracion désea con buen potencial de
diferenciacion osteogénica y propiedades paracrinas e inmunomoduladores (Lee YC et al
2019).

Las células madre de la pulpa dental se aislan principalmente de los terceros molares
extraidos y se estima obtener una fuente de estudios para logar aplicaciones de medicina
regenerativa e ingenieria de tejidos para la regeneracion de la pulpa y diferentes estructuras
dentales (Xu S, et al 2021).

Durante los ultimos afios se ha encontrado que los productos dentales que contienen fluoruro
de sodio, estado investigando sobre la citoxicidad del fluoruro de sodio son eficaces para la
prevencion de la caries en pacientes jovenes y han logrado una disminucion de dicha
enfermedad dental (Wierichs RJ., et al 2022).

El Fluoruro de sodio se puede encontrare en diferentes presentaciones en productos dentales,
uno de los mas comunes son la pasta dental y los barnices con base resinosa o sintética
disefiados para promover y prolongar sus efectos anticaries y remineralizantes. Uno de los
productos con mas uso en la consulta privada dental, segun la Asociacion Estadounidense de
Odontologia Pediatrica (AAPD), es el barniz de fluor topico el cual contiene fluoruro de
sodio al 5%. (Wierichs RJ., et al 2022).



En la actualidad es un reto muy importante hacia el &rea de la endodoncia, donde dia a dia se
vive con la problemaética que aun no se encuentra con claridad el tema sobre alguna solucion

que sea capaz de proporcionar una regeneracion del tejido pulpar.

En este estudio se estimé que el fluoruro de sodio en bajas concentraciones no llega a inducir
una citotoxicidad sobre la subpoblacion de las células madre que se encuentran en el tejido

pulpar CD146+ in vitro..

Se busco evaluar la citotoxicidad del fluoruro de sodio sobre las células madres de la pulpa
dental CD146 + in vitro; aislar una subpoblacion de células madre de la pulpa dental CD146
utilizando disociacion; Evaluar la expresion del marcador de superficie CD146 en células
madre de la pulpa dental mediante microscopia de fluorescencia; Evaluar la citotoxicidad del
fluoruro de sodio sobre células madre de la pulpa dental CD146 utilizando el ensayo de
FMCA; Analizar los cambios morfoldgicos de las células madre de la pulpa dental CD146

expuestas al fluoruro de sodio utilizando microscopia de fluorescencia.

En este estudio se realizé una obtencidn de piezas dentales sin caries y fracturas en pacientes
santos entre los 15 y 20 afios. Después se realizé la obtencion de la pulpa dental mediante la
odontoseccion para ser incubado por 2 semanas y poder evaluar el efecto del factor de
crecimiento epidérmico sobre la diferenciacion dentinogenica de células madre de la pulpa
dental CD146+ in vitro mediante el aislamiento y cultivo de las células madre de la pulpa

dental utilizando la tincién de alizarina roja e inmunofluorescencia



2.- HIPOTESIS
El floruro de sodio en bajas concentraciones incrementa la diferenciacion osteogenica un

una subpoblacion de celulas madre de pulpa dental CD146 + in vitro.



3.- Objetivo

3.1.- Objetivo General
Evaluar el potencial ontogénico del fluoruro de sodio sobre células madre de pulpa dental
CD146 + in vitro.

3.2.- Objetivos especificos

3.1.1 Aislar una subpoblacién de células madre de pulpa dental CD146 utilizando disociacién

enzimatica.

3.1.2 Evaluar la expresion del marcador de superficie CD146 en células madre de pulpa

dental mediante microscopia de fluorecencia.

3.1.3 Evaluar la citotoxicidad del fluoruro de sodio sobre células madre de pulpa dental
CD146 utilizando el ensayo de FMCA.

3.1.4 Analizar los cambios morfoldgicos de las células madre de la pulpa dental CD146
expuestas a fluoruro de sodio utilizando microscopia de fluorescencia.

3.1.5 Analizar el efecto ontogénico del fluoruro de sodio mediante la tincion de alizarina

roja.



4. ANTECEDENTES
4.1 Células Madre Mesenquimales

Las células madre mesenquimales (CMM) son celulas multipotentes, donde su morfologia
es de tipo fibroblastoide y presenta plasticidad hacia linajes como condrocitos, osteocitos y
adipocitos. Presentan una forma como de huso, presentando un nucleo alargado con 2 o 3

nucleolos.

Existen 3 tipos de subpoblaciones clasificadas como RS-1, donde son células pequefias
fusiformes y agranulares; RS-2 donde son células pequefias y agranulares; y las células
mesenquimales maduras (CMMm) la cual son células grandes y granulares (Socarras et al
2013). Estas pueden ser aisladas desde la célula madre, el cordon umbilical, tejido adiposo,
pancreas, higado, musculo esquelético, membrana sinovial, dermis y la pulpa dental; siendo

las primeras tres las mas empleadas (Socarras et al 2013; Mazuda K et al 2021).

Las CMM tienen una capacidad de reparar tejidos, donde acceden a los érganos blancos para
asi efectuar en proceso terapéutico, en donde fueron dafiados por diversas enfermedades
degenerativas (Fu X, et al 2019; Rodriguez A et al 2015). Estas células se administran y se
localizan en los tejidos por mecanismos dependientes de P-selectina y VCAML. Después
tienden a migrar con las quimiocinas para ser unidos a los receptores y asi activar las
metaloproteinasas que degradaran posteriormente a la membrana basal permitiendo la

extravasacion (Rodriguez A et al 2015).

Estas células presentan un alto potencial para poder emplear una terapia celular debido a sus
cualidades inmunomoduladores y a su baja inmunogenicidad, utilizdndose para la
regeneracion de los tejidos o para poder lograr una homeostasia en sitios con inflamacion
crénica patogénica. Gracias a esto se ha utilizado en sistemas para el depdsito de drogas para

la progresién del cancer (Uchibori R et al 2009).

El aislamiento de dichas células se debe a su alta capacidad de adherirse al plastico. Para ser
consideradas como células mesenquimales deben de adherirse al plastico mientras son
cultivadas y deben presentar una forma de huso, también deben tener un inmunofenotipo
como CD105, CD73y CD90 y la no expresion de CD45, CD35, CD17 y CD79 (Bustos S et



al 2018; Mushahary D et al 2018). Se ha encontrado que en la extraccion de la medula 6sea
presenta hoy en dia un crecimiento limitado, por lo que han surgido estudios en otros tejidos

como el tejido adiposo, cordon umbilical, entre otros (Bustos S et al 2018).

Presentan una alta capacidad de autorrenovacion, propiedades inmunomoduladores y una
diferenciacion multilinaje. El cultivo de explante es una de las primeras técnicas de
aislamiento y cultivo celulares in vitro (Mushahary D et al 2018). También presentan una
alta capacidad de localizacion, por lo que tienden a migrar a los sitios lesionados y poseer la
capacidad de diferenciarse en los componentes locales de los sitios que se encuentran
lesionados para posteriormente activar su capacidad de secretar quimiocinas, citocinas y
factores de crecimiento que dardn como resultado el proceso de regeneracion de los tejidos.
Las CMM derivadas de la medula ésea son células no hematopoyéticas que presentan un

potencial de diferenciacién multipotencial (Fu X et al 2019).

4.2 Célula Madre de la pulpa dental

Los dientes presentan dos capas de minerales conocidos como esmalte y dentina, que van a
encerrar o cubrir al tejido pulpar de fibroblastos internos blandos. Estudios han demostrado
que presentan multiples poblaciones de células madre en los dientes y su estructura de
soporte, por lo que se denominan como CMM dentales. Estas células presentan un papel muy
importante en la hemostasia y en la reparacion del tejido dental (Sharpe 2016; C. Morsczeck
et al 2018; Sui B et al 2020).

La pulpa dental genera odontoblastos que su funcidon principal es reparar la dentina dafiada.
El uso de estas células para regenerar tejido pulpar sano representa un tratamiento biologico
simple y muy efectivo. Estas se pueden expandir facilmente in vitro y se ha demostrado que
reconstituyen un tejido similar al de la pulpa (Sharpe 2016). Las células madre de la pulpa
dental se han aislado de varias fuentes, incluidos premolares, terceros molares, dientes

supernumerarios, permanentes y temporales (Mazuda K et al 2021)

Las células derivadas tanto de la pulpa como de la medula Gsea son capaces de convertirse
en ameloblastos, odontoblastos, ligamento periodontal, cemento, hueso alveolar, hueso

craneofacial y condilos articulares. Las células madre embrionarias son una fuente alternativa



para la regeneracion de tejido dental. También se encuentran otras células progenitoras en
las glandulas salivales, musculo de la lengua, papilas gustativas y la mucosa oral. Se han
demostrado la utilidad de estas células en la prueba de citotoxicidad, pruebas de

biocompatibilidad e investigacion del desarrollo (Liu H 2010).

Ademas, se ha encontrado que producian nédulos esporadicos, pero densamente calcificados,
y no formaban adipocitos, mientras que las BMSC se calcificaban rutinariamente en toda la
capa de células adherentes con grupos de adipocitos cargados de lipidos. Se encontr6 que las
colonias de las células en la pulpa produjeron una frecuenta mayor en comparacion las
BMSC, la pulpa se compone de una gran parte de tejido fibroso. También se presenté una

mayor tasa de proliferacion en comparacion con las BMSC in vitro (Gronthos S et al 2000).

A principios de la década de 2000 se encontraron por primera vez en la pulpa dental, aisladas
de dientes permanentes 0 temporales y se caracterizaron por ser altamente clonogénicas
presentando una multidiferenciacion y propiedades neurovasculares. Las células pDPSCs
fueron las primeras células madre de tipo orofacial en ser aisladas e identificadas presentando
una adherencia pléstica y propiedades clonogénicas in vitro. En cuanto a sus propiedades
neurovasculares se debe a su derivacion de los componentes neurales que son regulados por

series de sinergias enddgenas y exogenas (Sui B et al 2020).

Ademas presentan una alta capacidad proliferativa in vitro, presentando un potencial
adipogenico, miogénico, osteogénico, condrogenico y neurogénico. Otra zona que se ha
encontrado en gran cantidad las células madre es en la papila dental las cuales suelen ayudar
a la resistencia del dafio celular. EI potencial neurogénico es derivado de la cresta neural,
presentando propiedades Unicas que difieren de las células madre derivadas de la medula
Osea (Masuda K et al 2021).

Los medios de cultivo mas utilizados incluyen medio esencial minimo alfa (a-MEM), medio
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM), medio nutritivo DMEM/Ham's F12 (F12)
(DMEM/F12), DMEM bajo en glucosa (DMEM-LG) y medios DMEM Knock Out (DMEM-
KO) (Masuda K et al 2021).



4.3 Tipos De Fluoruro Utilizados En Odontologia

Se ha registrado que la erosion dental suele ser un problema dental que se produce debido a
ciertos factores de acidos exdgenos o endogenos. EIl control de los factores que crean dicho
problema y las medidas preventivas como antiacidos y fluoruros suelen ser el tratamiento a
eleccion de dichos pacientes. El uso topico de fluoruros ha dado lugar a la formacion de una
capa globular similar al fluoruro de calcio; la disolucion de dicha capa en situaciones acidas

tiende a proteger el tejido dental contra la disolucion (Farhadi E et al 2021).

Se ha encontrado en estudios que el 38% de solucién de fluoruro de damino de plata, el 5%
de barniz de fluoruro de sodio y 1.2% de fluoruro de dosfato acidulado redujeron el aumento
de la caries radicular después de los dos afios. El enjuague bucal y las pastas con fluor
redujeron el incremento después de 1 afio. Se estima que la aplicacion diaria de un enjuague
con fluoruro de sodio al .2% sea el mas efectivo, seguido de pasta de dientes de 1100 ppm a
1500 ppm (Zhang J et al 2020).

El fluoruro de damina de plata es eficaz para la prevencion de nuevas lesiones de caries en
dientes primarios. Los compuestos de flior como el sodio o el fluoruro de amina presentan
una limitada eficacia contra la erosion debido al pH bajo en comparacion de los acidos. El
compuesto de fluor desempefia un papel muy importante en la combinacion con iones de

titanio para la erosion (Lussi A et al 2019).

Para prevenir la incidencia de la caries dental y para poder proteger al diente de los
microorganismos de la biopelicula existen protocolos que dentro de ellos se encuentra el uso
de fluoruros. Los fluoruros topicos como el barniz NaF se utilizan como reactivos
preventivos debido a su remineralizacion y capacidad antimicrobiana. EI SDF se utiliza
principalmente para la sensibilidad dental pero también para la prevencion de la caries dental
acompafiada con yoduro de potasio. SDF (38% Ag (NH3)2r) es un liquido incoloro
compuesto por 24-29 % de plata y 5-6 % de fluoruro; la plata se ha utilizado como
antimicrobiano médico en odontologia. la capacidad del 38 % de SDF para inhibir la
desmineralizacion y promover la preservacion del colageno de la dentina desmineralizada
mediante la formacion de una capa protectora sobre y dentro de los tlbulos dentinarios in

vitro se ha utilizado con un porcentaje al 385 de SDF (Trieu A et al 2019).



Se ha utilizado para un efecto remineralizaste de la aplicacion complementaria de una
solucién de fluoruro de damina de plata al 28% y el barniz de fluoruro de sodio al 5% en

lesiones de caries del esmalte (Yu OY et al 2018).

El fluoruro de sodio (NaF) no se ha entendido completamente el efecto regulador en la
diferenciacion comprometida de las células madre de la pulpa. Se encontr6 una significante
diferenciacion osteogénica de las células madre pulpares a nivel micro molares. La ingesta
de flbor en bajas concentraciones tiene un papel esencial en los trastornos relacionados con
el anabolismo Oseo, tal es el caso de la osteoporosis. Se ha demostrado que en
concentraciones inferiores a 100 uM puede mejorar la dentinogénesis de las células madre a
través de la alteracion en el proceso de autofagia junto con la mejora de la osteogenesis y la
odontogénesis. El nivel elevado de este puede dar lugar a fluorosis dental y esquelética, pero
se puede utilizar una disminucion del nivel para tratamientos de trastornos 6seos (Xu S et al
2021).

4.4 Fluoruro de Sodio

Hoy en dia, la principal causa de las enfermedades periodontales como la gingivitis y la
periodontitis son causadas por la placa dental. Existen diversos productos que han tenido
éxito en el mercado que contienen agentes antiplacos y antimicrobianos, tales como, pastas
dentales, enjuagatorios bucales, estos son utilizados para prevenir y/o tratar la gingivitis,
periodontitis y controlar la biopelicula. EI Floruro de sodio es generalmente utilizado para
reducir la prevalencia de la caries y mejorar la remineralizacion del esmalte, ya que sus
efectos antibacterianos y cariostaticos han demostrado ser aceptados por la gente y el uso de
generalizado de fluoruros ha contribuido a la disminucion de caries dental en los dltimos
afios. La manera de actuar de los fluoruros es por medio de la formacion de cristales de
fluorohidroxiapatita y estos contienen una resistencia a los acidos organicos que los cristales
de hidroxiapatita que se encuentran en el esmalte dental. Otra de las cosas que el Fluoruro ha
demostrado, es reducir la produccién de é&cido organico en bacterias cariogénicas
como Streptococcus mutans. Existen diversas presentaciones de fluoruros para aplicaciones
topicas, tales como, pastas de dientes, geles, espumas, barnices y enjuagues bucales
(Rajendiran M., et al 2021).
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Dentro de los diversos componentes que una pasta dental contiene, el fluoruo se considera el
ingrediente activo mas importante y uno de los método més utilizado para mantener un nivel
constantemente bajo de fluoruros en la cavidad oral, son las pastas dentales. La ingesta
cronica de fluoruros en concentraciones mayores a 1 mg/l o 0,1 mg/kg, puede llegar a
conducir a una fluorosis dental que se caracteriza por la formacion de esmalte
hipomineralizado. La fluorosis dental puede llegar a presentarse como un moteado blanco o
marron opaco suave sobre el esmalte y en ciertos casos puede llegar a presentar fosas y
fracturas de esmalte, en dientes temporales y permanentes. La concentracion ideal de
fluoruro que generalmente esta aceptada en las pastas dentales es de 1000-1500 ppm. Entre
mas alto sea la concentracién de fluoruros (1000 ppm o méas) puede llegar a asociarse con un
mayor riesgo de fluorosis dental en nifios menores de 5 a 6 afios. Se recomienda en nifios una
capa de “difamacion” de pastas dentales que contengan bajas concentraciones de fluoruro
(500 ppm)Los enjuagues bucales de fltor, por lo general contienen de 100 a 500 ppmy estos
son recomendados a pacientes que presenten alto riesgo de caries, como pacientes con
hiposalivacion o pacientes con tratamiento de ortodoncia. Por lo general, esta contraindicado
el uso de enjuagues bucales con flGor para nifios menores de 6 o 7 afios (Rajendiran M., et al
2021).

Se ha demostrado que el uso de pastas dentales NaF en comparacion con las pastas dentales
AmF, pueden llegar a reducir el nimero de bacterias en todas las biopeliculas, incluidas las
biopeliculas de la lengua, la mucosa palatina y bucal (en la cual se encontr6 mayor nimero
de bacterias), y la biopelicula del piso bucal. Se ha demostrado por medio de un estudio, una
concentracion de NaF para estimular la proliferacion y la mineralizacién en las células del
ligamento periodontal (PDLC) in vitro, la cual mostrd un efecto dependiente de la dosis en
la proliferacion celular al aplicarse en diferentes concentraciones a los PDLC cultivados en
un medio osteogénico. Las células que fueron tratadas con 10 y 500 umol/L lograron mostrar
un aumento en la actividad de la fosfatasa alcalina (ALP), por lo tanto, esto nos indica que
hay un mayor potencial de formacion d0sea. Estos resultados proporcionan un nuevo enfoque
terapéutico para la regeneracién periodontal, siempre y cuando sea utilizada una correcta
concentracion de NaFen medicamentos para tratamientos periodontales (Rajendiran M., et al
2021).
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El fluoruro ha sido utilizado como un agente preventivo para la caries dental, sin embargo,
los efectos del fluoruro en las biopeliculas en sus diferentes etapas no han sido estudiados
ampliamente. Si el tratamiento con fluor es utilizado desde una etapa temprana, puede llegar
a combatir la formacion de biopeliculas cariogenicas y puede llegar a ser un enfoque eficaz
para controlar el desarrollo de biopeliculas cariogénicas y con esto mismo prevenir la caries
dental (Han Y., et al 2021).

Se ha demostrado que el protector dental que contiene fluoruro de sodio en combinacion con
un sellador de fosetas y fisuras, tiene un mejor efecto anticaria que el uso de sellador de fosas

y fisuras solo. Esto siendo aplicado en nifios menores de 5 afios (Zhang AH., et al 2019).

A lo largo del tiempo, los materiales topicos que contienen fluoruro han demostrado ser
eficaces para detener la progresion de la caries en la primera infancia. El barniz de fluoruro
de sodio (NaF) tiene un efecto el cual inhibe la caries en las lesiones cariosas bucales y

linguales no ncavitadas (Chen KJ., et al 2021).

Se debe hacer mas enfasis a la concentracion de fluor y con que frecuencia se utilizan los
productos dentales al ser recomendados para prevenir la caries radicular de los pacientes

con recesioén gingival. Los efectos del fluoruro en los cementoblastos no han sido estudiados

de la manera que deberian. La sobredosis de la ingesta de flGor, es uno de los principales
causantes de la fluorosis endémica, la cual genera una serie de problemas de salud. La ingesta
de fluoruro puede ser mediante alimentos, agua potable y polvo y humo contaminados de las
industrias etc. Una ingesta excesiva de flior puede llegar a causar fluorosis esquelética,
fluorosis dental y toxicidad en los tejidos blandos. La apoptosis celular es considerada una
de las causas principales de lesion tisular y dafio celular en la fluorosis endémica.

La acumulacion de fluoruro tiene una relacién directa con la concentracion en la ingesta de
agua. Los cementoblastos estan expuestos al flGor de todas las fuentes utilizadas por los
pacientes, tales como, el agua potable, enjuague oral y pasta dental. Sin embargo, hay poco
estudios que comprueben sobre los efectos de citotoxicidad de la alta concentracion de
fluoruro sobre los cementoblastos, los cuales son responsables de la formacion de cemento y

las reparaciones de la resorcion de raices (Ni J., et al 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/gingiva-disease

12

4.5 Diferenciacion osteogénica

La diferenciacion osteogenia de las células madre en la pulpa dental es considerada como
una estrategia prometedora en la implantacion de dientes maxilares. Se demostrd que
LINCO00968 puede mostrar un papel muy importante en la diferenciacion osteogénica

inducida por BMP2 y en la formacion 6sea (Liao C et al 2020).

Otros estudios an expresado que la miR-143 se regulo negativamente en la diferenciacion
osteoblastica y TNF-a se reguld positivamente durante la diferenciacion osteogénica de
DPSC. miR-143 expresion de TNF-a regulada postranscripcional mente en DPSC al unirse

asu 3'UTR de las celulas madre pulpares (Zhang P et al 2018).

Se ha encontrado que la MCM3AP-ASL1 regula la reparacién de cartilago en la osteoartritis.
En el caso de las células madre pulpares aumento junto con la diferenciacion osteogénica,
cuya expresion se correlacion6 positivamente con la de OCN, fosfatasa alcalina (ALP) y
RUNX2. En el caso de miR-143-3P disminuyo junto con la diferenciacién osteogénica y se
relaciond negativamente con la de OCN, ALP y RUNX2 (Yang C et al 2022).

Durante la etapa temprana de la diferenciacion osteogénica de las células madre pulpares
inducidas por BMP9, la expresion de miR-155 present6 una tendencia temprana aumentada
y luego disminuida, lo que indico que existe alguna relacion entre miR-155 y BMP9; miR-
155 no puede inhibir la diferenciacion osteogénica por lo que puede desempefiar funciones
reguladoras negativas en la diferenciacion osteogénica inducida por BMP9 a través de la
expresion reprimida de Runx2 y BMPR2 (Liu H et al 2018).

Se encontro6 que la crisina aumento la expresion de las proteinas osteogénicas e indujeron la
diferenciacion osteogénica de las células madre de la pulpa. Se encontr6 que la protedmica
mostro una regulacion positiva de Smad 3 que se encontré relacionada con la diferenciacion
osteogeénica (Huo JF et al 2021).

La expresion de LncRNA LEF1-AS1 se relacion6 con la diferenciacidn osteogénica de DPSC
y la sobreexpresion de LEF1-AS1 promovio la diferenciacion osteogénica. Ademas, LEF1-
AS1 y miR-24-3p se sinergizaron para regular la diferenciacion osteogénica de las DPSC
(Wu Y et al 2020).
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4.6 Regeneracion dsea

La reabsorcion del hueso alveolar es un efecto negativo para los resultados en cuanto a la
estructura, funcién y tratamientos estéticos en relacion a los implantes. Existen estrategias
para poder aumentar estas reabsorciones 0seas como la regeneracion dsea guiada, el injerto
de oposicidn e incrustacion, la osteogénesis por distraccion, la division de las crestas, los
autoinjertos, la elevacion del seno. Estas estrategias que buscan la regeneracion permiten que
las células oseteoprogenitoras se dirigen al sitio del defecto 6seo impidiendo la entrada de
los tejidos no osteogénicos. La adicion del factor de crecimiento-BB derivada de plaquetas
humanas recombinantes con injerto éseo bajo una membrana reabsorbible obtuvo resultados
buenos en la curacion de los tejidos blandos y una mejor preservacion dsea (Elgali | et al
2017).

Los defectos 6seos podrian ser causados por traumas, malformaciones congénitas, cirugias o
infecciones y algunos suelen ser grandes para regenerarse. Se han utilizado una serie de
materiales implantables bioactivos, tipos de células y vias de sefializacion molecular
intracelular y extracelular para su regeneracion. Las vias de sefializacion molecular
involucradas son cruciales para el desarrollo de implantes 6seos, materiales sustitutos 6seos
y andamios basados en células para la regeneracion 6sea (Majidinia M et al 2018). Entre
varias células inmunitarias, los macréfagos desempefian el papel mas importante en la
defensa inmunitaria lo que suele ser clave para la cicatrizacion. La curacion de las fracturas
se inicia con una inflamacién aguda que mas tarde se puede transformar en una degeneracién
(Lee J et al 2019).

La diferenciacién adecuada de las células madre mesenquimales suele ser esencial para la
regeneracion 0sea postnatal, una respuesta inflamatoria aguda es muy importante al inicio de
la reparacion Gsea, mientras que la respuesta inmune adaptativa se relaciona con la
remodelacion sea tardia. Estas células han demostrado funciones altamente
inmunosupresoras, tales como la inhibicion de la diferenciacion de monocitos
hematopoyéticos y suprimir la secrecion de citocinas proinflamatorias (Liu H et al 2018;
Gugliandolo A et al 2021).
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Los andamios promueven la reconstruccion de la arquitectura de los tejidos estan hechos para
mejorar el proceso de curacion y promover la union celular. Deben presentar caracteristicas
que permiten el transporte de oxigeno y nutrientes, el mantenimiento de la supervivencia
celular y promocion de la diferenciacion y el guiado celular para permitir el crecimiento de

las células madre mesenquimales (Gugliandolo A et al 2021).

La supervivencia de las células madre mesenquimales en la fractura dsea es cuestionable, ya
que el oxigeno y los nutrientes no siempre estan disponibles en los lugares de inyeccion, por
lo que, para aumentar el grado de injerto celular, el Sistema de administracion debe colocar
células en las células madre mesenquimales o que permitan migrar al sitio del defecto 6seo
(Safarova Y et al 2020).
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5. METODOS

Se realizo la aprobacion de protocolo por parte del comité de ética de la facultad de

Odontologia de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn con folio 00264

Universo de estudio
Humanos jovenes de 18-24 afios de edad sanos sin distincion de genero

Criterio de inclusion

Terceros molares

Criterios de exclusion

Terceros molares con caries

5.1 Analisis de la muestra

Las muestras de DPSC se obtuvieron de terceros molares mandibulares inmaduros humanos
extraidos con fines ortodonticos de un paciente sano de 18-24 afios sin antecedentes médicos
de importancia. El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn (UANL) y se realizé de acuerdo
con los estandares éticos establecidos en la Declaracion de Helsinki de 1964. Se obtuvo el

consentimiento informado del representante legal (padre) del paciente.

5.2. Aislamiento y Cultivo de DPSC

Seleccion de pacientes y piezas dentales, Pacientes sanos entre 18 y 24 afios, Dientes sin
caries, Dientes sin fracturas, n= 4 terceros molares humanos. Aislamiento de células madre
de pulpa dental, Obtencién de pulpa dental mediante odontoseccion, Suspension en
Colagenasa tipo | y dispasa, Incubacion 1 horaa 37° Cy 5% de CO2, Lavados con PBS.
Cultivo de células madre de pulpa dental, 89% DMEM F12, 10% Suero fetal bovino, 1%

Penicilina-Estreptomicina, Incubacion por 2 semanas.

Analisis morfol6gico mediante microscopia de campo claro, Cuantificacion de las células en
una camara de Neubauer, Ensayo alizarina roja, Microscopia de fluorescencia para expresion
de DSPP y DMP1.
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El reclutamiento de pacientes voluntarios se llevé a cabo en el posgrado de Ortodoncia de la
facultad de odontologia de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon, donde se realizo a los
candidatos a donador una historia clinica y examen radiografico para la seleccion de terceros
molares a extraer, de esta manera se descarto6 la presencia de caries dental como factor

bacteriano, asi como patologia a nivel de la zona periapical o fractura coronaria.

Se indicaron a los donadores colutorios bucales de clorhexidina al .12% previo a la cita
durante 1 semana, con el objetivo de disminuir la carga bacteriana

Se realizaron las extracciones de los terceros molares aplicando benzocaina al 20% en el sitio
de la puncion e infiltracion con anestesia scandonest 2 % especial solucion inyectable 36/.018
mg.

El procedimiento se realizé de manera atraumatica en el menor tiempo posible para garantizar
la integridad dental y pulpar, utilizando un instrumento quirargico tipo Hollenback para la
debridacion del tejido blando y posteriormente las piezas dentales fueron luxadas utilizando
elevadores rectos de hoja estrecha y ancha.

Una vez extraidas las piezas dentales se lavaron con buffer de fosfatos 1X (PBS) e
inmediatamente fueron inmersas en tubos estériles de 50 ml, que contenian una solucion de
transporte compuesta por buffer de fosfatos 1X, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 um

/ml y anfotericina B0.25 um /ml

Una vez en el laboratorio, la pulpa dental de los terceros molares fue retirada via apical
utilizando pinzas de curacion. A continuacion, las muestras obtenidas fueron colocadas en
tubos Eppendorf de 1.5 ml con 1ml de solucion de transporte, posteriormente se etiquetaron
las muestras y se conservaron en refrigeracion a 4° C. Las muestras de pulpa dental se
obtuvieron de 20 terceros molares humanos extraidos por razones de Ortodoncia 26 de
pacientes sanos. Finalmente fue incluido dentro del estudio solamente el tejido del paciente

mas joven (18 anos).

La porcion de tejido obtenido se coloco en una solucion de 3 mg/ml de colagenasas tipo 1y
4 mg/ml de dispasa durante 30 minutos a 37°C en bafio Maria. Pasado el tiempo de digestion
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enzimatica se lavo la muestra 3 veces con PBS 1X utilizando centrifugacion a 1200 rpm
durante 10 minutos para finalmente re-suspender el boton celular y filtrar con una malla de

nylon de 70 um.

La suspension de células de pulpa dental fue centrifugada a 1200 rpm durante 10 minutos
realizando 2 lavados con PBS 1X; las células fueron re-suspendidas en medio completo de
crecimiento compuesto de Dulbecco’s modified Eagles medium- Ham's F12 (DMEM-F12)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de
penicilina, 100 um/ml de estreptomicina y 0.25 um/ml de anfotericina B. Las células fueron
cultivadas a 37° C en una atmosfera con 95% de humedad y 5% de CO2 durante 3 semanas
en frascos de 25 cm2. el medio fue renovado cada 3 dias.

Finalmente, el analisis morfoléogico de las células se realizo enfocando un campo al azar y en
¢l se realiz6 una identificacion de las formas mas tipicas mediante microscopia de contraste

de fases.

5.3 Expresion del marcador cd146 en DPSCs

El analisis de inmunofluorescencia confirmo que las células cultivadas en DMEM- 12

durante tres semanas fueron positivas para la proteina de superficie CD146, en contraste el

grupo control (control negativo) el cual no mostro senal de fluorescencia a una longitud de
onda de 488 nm.
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Figura 7 Grupo CD146, donde se observa una expresion positiva de la proteina por

inmunofluorescencia.

Figura 8 Grupo control sin senal de fluorescencia.

5.4 Tincion de Rojo Alizerina

Después de 18 dias de induccidn osteogenica, las células se fijaron con formalina tamponada
neutra al 10% durante 30min. Las células fijas se lavaron y luego se incubaron con 2% de
rojo alizarina S (ARS) (pH 4,2) (Sigma-Aldrich) a temperatura ambiente durante 30min en
la oscuridad con agitacion suave. Después de la tincion, se lavaron 4 veces con PBS. Las
celulas se analizaron mediante microscopia de fluorescenciay luego se incubaron con cloruro
de cetilpiridinio (CPC) 100mM a 37°C durante 1hr para solubilizar los depdsitos de calcio
extracelular unidos a ARS. Se transfirieron 200 microlitros de cada muestra a placas negras
de 96 pocillos (Corning-Costar). La concentracion de ARS se determiné por absorbancia a
495nm en un lector de microplacas de absorbancia iMarkTM (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.
Uu.).

5.5 Diferenciacion osteogénica
Las DPSC se colocaron en placas de 24 pocillos (Corning-Costar) a una densidad de 6 x 103

células por pocillo y se cultivaron en DMEM/F12 durante 24hrs.
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5.6 Anélisis estadistico

Los niveles de tincion se analizaron utilizando analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de
Tukey para comparaciones multiples entre grupos y valores de p<0.0001 se consideraron
estadisticamente significativo en todos los grupos. El anélisis de los datos se realizo con el
software SPSS (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).

Los datos eran capturados en una base de datos en el programa de IBM Estadistic con el que
se realizaran tablas de frecuencia de diferentes variables dentro de las cuales sera considerada
la variable dependiente (dientes extraidos) confrontada con la variable independiente
(subtemas) y de mas criterios establecidos en el instrtumento de observacion. Para algiinos
procedimientos estadisticos de clasificacion y manejo de base de datos sera empleado el

programa Microsoft Excel 2012.

El presente proyecto contara con un modelo estadistico de presentaacion de datos que
consistira en la elaboracion y descripcién de tablas de frecuencia y porcentajes para las
variables cualitativas y de intervalo, asi como un modelo descriptivo de medidas tendencias
central y dispercion para las variables cuantitativas, ademas del uso de graficos para las tablas
mayormente relacionadas con el analisis de datos posterior a este disefio se realizara una

descrpicidn detallada de los resultados.
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6. RESULTADOS

Cultivo y analisis morfologico de DPSCs

Las células obtenidas del tejido pulpar mostraron tener caracteristicas adherentes al frasco de

cultivo creciendo de manera constante durante tres semanas bajo las condiciones optimas de

cultivo.

Figura 5 Crecimiento de agrupaciones y morfologia celular posterior a 48 horas de cultivo.

Figura 6 Crecimiento de agrupaciones y morfologia celular posterior a 96 horas de cultivo.

Las células madre de pulpa dental DPSCs tuvieron una morfologia homogénea caracterizada
por formas espigadas alargadas y con nucleo redondo ademas fueron observadas a las
primeras horas de cultivo multiples colonias o agrupaciones, caracteristicas especiales de
MSCs.
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Tratamiento

control #I 100ppm

250 ppm

Comparacion de la viabilidad en el cultivo en pozos

ANALISIS MORFOLOGICO POR CONTRASTE DE FASES

Control negativo #1 250 ppm



22

100 ppm 50 ppm

25 ppm 10 ppm
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5 ppm 2.5 ppm

1 ppm Control negativo #2
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VIABILIDAD CELULAR POR MICROSCOPIA
DE FLUORECENCIA

Control negativo #1 250 ppm

100 ppm 50 ppm
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25 ppm 10 ppm

5 ppm 2.5 ppm



1 ppm Control negativo #2

Viabilidad celular ensayo fmca

Viabilidad celular%

Control Negativo 100%
250 0%

100 70%

50 90%

25 92%

10 96%

5 98%

2.5 98%

1 99%

26
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Viabilidad Celular Ensayo
FMCA%

120% 100% 90% 92% 96% 98% 98% 99%
60%

40%
20% 0%

0%
< d

Viabilidad celular%|100%| 0% | 70% | 90% 96% | 98% | 98% | 99% |
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7. DISCUSION

El Fluoruro de sodio se puede encontrar en diferentes presentacidnes en productos dentales,
uno de los mas comunes son la pasta dental y los barnices con base resinosa o sintética
disefiados para promover y prolongar sus efectos anticaries y remineralizantes. Uno de los
productos con mas uso en la consulta privada dental, segin la Asociacion Estadounidense de
Odontologia Pediatrica (AAPD), es el barniz de fluor tépico el cual contiene fluoruro de
sodio al 5%. (Wierichs RJ., et al 2022).

En la actualidad es un reto muy importante hacia el area de la endodoncia, donde dia a dia se
vive con la problematica que aun no se encuentra con claridad el tema sobre alguna solucion
que sea capaz de proporcionar una regeneracion del tejido pulpar. En este estudio se estimo
que el fluoruro de sodio en bajas concentraciones no llega a inducir una citotoxicidad sobre
la subpoblacion de las células madre que se encuentran en el tejido pulpar CD146+ in vitro.
Durante los ultimos afios se ha encontrado que los productos dentales que contienen fluoruro
de sodio, tienen alta efectividad sobre manchas blancas o desmineralizaciones dentales
previniendo la caries en pacientes jovenes, logrando una disminucion de dicha enfermedad
(Wierichs RJ., et al 2022), sin embargo, poco se sabe acerca de la toxicidad inducida por este
compuesto en celulas de origen dentario.

Algunos autores han reportado que concentraciones significativas de fluoruro de sodio
egercen efectos negativos en ciertas lineas celulares, incluyendo fibroblastos gingivales y
células cancerigenas, en este estudio se focalizo elucidar los efectos citotoxicos sobre celulas
madre de pulpa dental CD146+. Es conocido que la proteina CD146 es un marcador
altamente colectivo de celulas madre de origen mesenquimal, nuestros resultados estan
basados en una subpoblacion de celulas que expresean positivamente el marcador CD146, lo
que indica su linaje troncal (Bustos-Araya, S., et al 2018). A pesar de que algunas
investigaciones mencionan el potencial altamente toxcio sobre céluals de origen humano, en
este estudio se encontraron concentraciones bajas que no son capaces de inducir muerte
celular ni cambios morfologicos significativos. Por lo tanto, dichas concentraciones son

interesantes como prespectiva en estudios de mineralizacion dental.
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8. CONCLUSIONES

Es posible aislar y cultivar células madre de papila apical SCAPs derivadas de terceros

molares inmaduros.

Una baja concentracién de Fluoruro de sodio es capaz de inducir un efecto osteogénico

significativo mediante la formacion de nodulos mineralizados.

El Fluoruro de sodio de acuerdo a sus propiedades osteogénicas podria ser una alternativa

interesante para procedimientos regenerativos en Periodoncia.
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