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RESUMEN

INTRODUCCION: La regeneracion en endodoncia actualmente es una alternativa de
tratamiento para los dientes inmaduros permanentes con necrosis pulpar, que, en adicion a la
reparacion de la periodontitis apical, promueven la regeneracion de las funciones fisiologicas
normales de la pulpa. OBJETIVO: Evaluar potencial osteogénico que presenta
Endosequence RRM en presencia de células madre de pulpa dental en un estudio in vitro.
METODOLOGIA: Las DPSCs derivadas de terceros molares inmaduros fueron aisladas y
cultivadas utilizando disociacién enzimatica. Después de haber sido cultivadas, se expusieron
durante 21 dias a medio osteogénico adicionando diferentes concentraciones de medio
condicionado de Endosequence RRM el cual fue obtenido mediante incubacion. Finalmente
se determind la presencia de nddulos de mineralizacién y cuantificacion del calcio
extracelular mediante la tincién y tincion de alizarina roja (ARS). RESULTADOS: Después
del tiempo de exposicion al Endosequence RRM vy al control ProRoot MTA en
concentraciones de 1:20 y 1:40 se observo proliferacion celular y una mayor formacion de
nodulos mineralizados de calcio con la tincion de alizarina roja en comparacién con el control
negativo y control positivo (medio osteogénico). CONCLUSIONES: El Endosequence RRM
es un cemento bioactivo / biocerdmico con baja toxicidad que tiene capacidad osteogénica a bajas
concentraciones, siendo este una interesante alternativa para procedimientos de endodoncia

regenerativa.

Palabras clave: Potencial osteogénico, Endosequence RRM, DPSCs, Regeneracion.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Endodontic regeneration is currently an alternative treatment for
permanent immature teeth with pulp necrosis, which, in addition to repairing apical
periodontitis, promotes the regeneration of the normal physiological functions of the pulp.
OBJECTIVE: To evaluate the osteogenic potential of Endosequence RRM in the presence
of dental pulp stem cells in an in vitro study. METHODOLOGY: DPSCs derived from
immature third molars were isolated and cultured using enzymatic dissociation. After having
been cultured, they were exposed for 21 days to osteogenic medium adding different
concentrations of Endosequence RRM conditioned medium which was obtained by
incubation. Finally, the presence of mineralization nodules and quantification of extracellular
calcium was determined by staining and alizarin red staining (ARS). RESULTS: After the
exposure time to the Endosequence RRM and the ProRoot MTA control at concentrations of
1:20 and 1:40, cell proliferation and greater formation of mineralized calcium nodules were
observed with alizarin red staining compared to the negative control. and positive control
(osteogenic medium). CONCLUSIONS: Endosequence RRM is a bioactive / bioceramic
cement with low toxicity that has osteogenic capacity at low concentrations, making it an

interesting alternative for regenerative endodontic procedures.

Keywords: Osteogenic potential, Endosequence RRM, DPSCs, Regeneration.
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1.- INTRODUCCION

El término “Endodoncia regenerativa” ha tomado importancia desde sus informes iniciales
con autores como lwaya y colaboradores en el afio 2001, asi como de Banchs y Trope en el
afio 2004, (Banchs y Trope 2004) esto hace referencia al uso de células madre enddgenas de
un sangrado periapical inducido, asi también de andamios que utilizan coagulos de sangre,
plasma rico en plaquetas o fibrina rica en plaquetas (Kim et al., 2018). Este nuevo enfoque
con los distintos requerimientos se ha descrito como un cambio de paradigmay se considera
la primera opcion de tratamiento para dientes inmaduros con necrosis pulpar dando como
posibles resultados la resolucion de signos y sintomas clinicos, maduracion de las raices y
también, el retorno de la neurogénesis (Sanen et al., 2017). La reparacion derivada de esta
terminologia es principalmente de los tejidos periodontales y dseos y esto ha sido mostrado
histologicamente y tomando en cuenta el concepto de “ingenieria tisular” utilizando células
madre, andamios y moléculas de sefializacion, se espera obtener una verdadera regeneracion
del complejo pulpo-dentinario, entonces, basandonos en estos conceptos, se podria concluir
que este procedimiento debe ser considerado a realizarse en dientes permanentes inmaduros
para su preservacion posterior (Moussa y Aparicio, 2019). Se ha demostrado desde hace
tiempo que los materiales bioactivos a base de Trioxido de Mineral Agregado (MTA) vy
Silicato Tricalcico tienen capacidad de bioactividad permitiendo uniény proliferacion celular
(Abuelniel et al., 2020). Los iones de calcio desempefian un papel importante durante la
regulacion de actividades celulares y eso es importante para que las células madre se
mantengan en un entorno de vitalidad, usando este tipo de materiales, la migracion de células
madre mesenquimatosas esta influenciada por la presencia de iones de calcio y las células
productoras de tejido duro se diferencian y migran hacia la superficie donde se coloca el
cemento formando un sello artificial de tipo bioldgico (Dawood et al., 2017). Actualmente,
la aparicion de nuevos cementos reparativos premezclados en jeringa o en consistencia de
masilla de fabrica se han desarrollado notoriamente debido a su facil manipulacién y sobre
todo, ahorro en tiempo de trabajo. Endosequence RRM es un cemento reparativo de la casa
comercial Brasseler USA a base de silicato tricalcico, 6xido de tantalio y 6xido de zirconio
que promete ser de amplio espectro antimicrobiano, altamente biocompatible y osteogénico
con la capacidad de inducir regeneracion en dientes permanentes inmaduros (Mapara et al.,

2020). ¢ Tendra potencial osteogénico el cemento Endosequence RRM? Los procedimientos
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de regeneracion en endodoncia son una nueva alternativa para trabajar en dientes
permanentes con maduracion radicular incompleta y diagndstico de necrosis pulpar,
permitiendo que la génesis del desarrollo continle mediante el uso de una via artificial asi
como también de células madre, andamios y factores de sefializacion. Esta técnica promueve
la continuacion del desarrollo radicular y el alivio de sintomas, incluyendo reparacion de
periodontitis apical y funciones fisiologicas normales de la pulpa. Durante este proceso, se
hace uso de un cemento bioactivo sobre un coagulo de sangre. El objetivo de realizar esta
investigacion fue evaluar el potencial osteogénico del Endosequence RRM sobre células
madre de pulpa dental. Se aislaron DPSCs de terceros molares inmaduros mediante cultivo
por disociacion enzimatica, las células fueron expuestas durante 21 dias a medio
condicionado osteogénico adicionando diferentes concentraciones de Endosequence RRM
(1.40, 1.20). El potencial osteogénico fue evaluado mediante la deteccion de depdsitos de
calcio con tincidon de alizarina roja (ARS). Después de 21 dias de exposicion de las DPSCs
al Endosequence RRM se observd una importante proliferacion celular y la formacion de

nodulos de mineralizacion de calcio con la tincion de alizarina roja.
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2.- HIPOTESIS

El cemento bioactivo Endosequence RRM tiene un efecto osteogénico sobre las DPSCs in
vitro.
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3.- OBJETIVOS

3.1.- Objetivo general

- Evaluar el potencial osteogénico de Endosequence RRM sobre células madre de
pulpa dental in vitro.

3.2.- Objetivos especificos

- Aislar y cultivar una poblacion de DPSCs utilizando disociacion enzimética.

- Analizar la expresion del marcador de superficie CD146 utilizando
inmunocitoquimica.

- Obtener un medio condicionado del Endosequence RRM utilizando incubacion.

- Evaluar la citotoxicidad del medio condicionado de Endosequence RRM utilizando
el ensayo de FMCA y microscopia de fluorescencia.

- Analizar el potencial osteogénico del medio condicionado de Endosequence RRM

mediante la tincion de alizarina roja.
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4.- ANTECEDENTES

4.1 Regeneracion

El objetivo ideal del tratamiento de enfermedades establecidas, incluidas la pulpitis
irreversible y la periodontitis apical, es lograr la cicatrizacion de heridas. La curacion de
heridas puede resultar en reparacion o regeneracion. El objetivo final de la cicatrizacion de
heridas es restaurar la arquitectura original y la funcién bioldgica del tejido u dérgano
lesionado. Las heridas posnatales, incluidas la pulpitis irreversible o la periodontitis apical,
siempre cicatrizan mediante reparacién o mediante una combinacion de reparacion y
regeneracion. Las celulas somaticas, como fibroblastos, macrdfagos, cementoblastos y
osteoblastos, en la pulpa y los tejidos periapicales tienen un potencial limitado para la
regeneracion después de una lesion y falta de telomerasa. La cicatrizacién de heridas de
pulpitis irreversible y periodontitis apical requiere el reclutamiento y la diferenciacion de
células madre/progenitoras en células somaticas comprometidas con el tejido (Lin y
Rosenberg, 2011; Bianco et al., 2008).

La formacion de nuevo tejido en la cdmara pulpar se puede observar después de un control
adecuado de la infeccion y la formacion de un coagulo de sangre. Sin embargo, la
diferenciacion de los odontoblastos verdaderos es atin mas especulativa y el enfoque se limita
en gran medida a los dientes inmaduros con apices abiertos. Se puede proporcionar un
enfoque mas sistematico mediante la adopcion de los conceptos de ingenieria de tejidos
mediante el uso de matrices, células (madre) adecuadas y moléculas de sefializacion para

dirigir eventos tisulares (Schmalz y Smith, 2014).

Los elementos clave de la regeneracion del complejo dentina-pulpa son las células madre,
los morfégenos y un andamiaje de matriz extracelular. Las células madre de la pulpa tienen
el potencial de diferenciarse en odontoblastos en respuesta a las proteinas morfogenéticas
6seas (BMP) (Nakashima 2005).
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4.2 Matriz extracelular

La matriz extracelular (MEC) forma un paisaje dinamico de proteinas estructurales y
macromoléculas que define la arquitectura de los tejidos y controla activamente el
comportamiento, la forma y la funcion de las células. La composicion de la MEC puede
influir directamente en la supervivencia, el desarrollo, la proliferacion y las propiedades
fisicas de las células, como el tamafio y la forma de las células (Jeon et al., 2018). El entorno
ECM dirige la forma en que las células se comunican y puede promover o restringir su
migracion y acceso a otras ubicaciones y entornos de sefializacion. Durante el desarrollo, este
paisaje se ajusta para adaptarse a las diversas necesidades cambiantes de comunicacion
celular, motilidad y expresion génica apropiadas para el microambiente dado y la poblacion

de células progenitoras (Rozario y DeSimone, 2010; Godwin et al., 2014).

Los enfoques de medicina regenerativa basados en andamios y tejidos de matriz extracelular
descelularizada (MEC) se estan expandiendo rapidamente. La justificacion para usar ECM
como biomaterial natural es la presencia de moléculas bioactivas que impulsan la
homeostasis y la regeneracion de los tejidos. Ademaés, la MEC preparada adecuadamente es

biodegradable y no provoca respuestas inmunitarias adversas (Benders et al., 2013).

4.3 Regeneracion en endodoncia

Los dientes inmaduros corren el riesgo de necrosis pulpar, lo que resulta en un desarrollo
radicular detenido y un mal pronostico a largo plazo. Cada vez hay mas pruebas de que los
procedimientos de endodoncia regenerativa promueven resultados clinicos deseables

(Diogenes y Ruparel, 2017).

La caries es la causa mas comun de enfermedad pulpo-periapical. Cuando el tejido pulpar
involucrado en la caries se inflama irreversiblemente y progresa hacia la necrosis, la opcion
de tratamiento es la terapia del conducto radicular porque el tejido pulpar necrético infectado
0 no infectado en el sistema del conducto radicular no es accesible a los mecanismos de

defensa inmune innatos y adaptativos del huésped y agentes antimicrobianos. Por lo tanto, el
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tejido pulpar necrotico infectado o no infectado debe eliminarse del espacio del canal
mediante pulpectomia. La diferencia entre la terapia de conducto radicular no quirdrgicay la
terapia de endodoncia regenerativa es que los conductos radiculares desinfectados en la
primera terapia se rellenan con materiales extrafios biocompatibles y los conductos
radiculares en la ultima terapia se rellenan con el propio tejido vital del huésped (Saoud et
al., 2016; Lim et al., 2021).

El objetivo de la endodoncia es salvar los dientes. Desde sus inicios, los tratamientos de
endodoncia se realizan para obturar conductos radiculares desinfectados con materiales
inertes como la gutapercha. Aunque los dientes pueden salvarse después de tratamientos de
endodoncia exitosos, estan desvitalizados y por lo tanto susceptibles a reinfecciones y

fracturas (Nangia et al., 2021).

La Asociacion Estadounidense de Endodoncia (AAE) ha realizado un gran esfuerzo para
revitalizar los dientes permanentes inmaduros desinfectados en nifios y adolescentes con
diagndsticos que incluyen necrosis pulpar o periodontitis apical. La Asociacion Dental
Americana (ADA) en 2011 emitié varios cddigos clinicos para procedimientos de
endodoncia regenerativa o revascularizacion apical en dientes permanentes inmaduros
necraticos en nifios y adolescentes. Estas iniciativas de la AAE y la ADA han estimulado un
gran interés en disefiar una multitud de enfoques de ingenieria de tejidos para la regeneracién

de la pulpa dental y la dentina (He et al., 2017).

La endodoncia regenerativa tiene como objetivo reemplazar el tejido pulpar inflamado /
necrético por tejido pulpar regenerado. La endodoncia regenerativa es una modalidad
novedosa que implica el reemplazo fisiol6gico de las estructuras dafiadas del diente como la
dentina, la raiz y las células del complejo pulpa-dentina (Hameed et al., 2019; Lopes et al.,
2021).

Se pueden aplicar dos estrategias hacia la regeneracion de la pulpa dental: el trasplante de
células y la localizacién celular. El primer enfoque esta basado en células, lo que significa

trasplantar células madre exdgenas cargadas en andamios incorporados con moléculas de
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sefializacion en el sistema de conductos radiculares para permitir la regeneracion. Las células
trasplantadas se recolectan del huésped (autélogas) o de otros individuos (alogénicas) y
pueden procesarse (separacion de tejidos) o crecer en cultivos para aumentar su nimero. En
este caso, las células madre son la clave para la regeneracién de tejidos. Aproximadamente
10 afios después del descubrimiento de las células madre de la pulpa dental (Gronthos et al.
2000), la regeneracion de la se logré mediante el uso de células madre dentales trasplantadas

exdgenamente en animales pequefios y grandes (Huang et al. 2010; lohara et al. 2011).

El tratamiento de endodoncia para dientes permanentes inmaduros con necrosis pulpar /
periodontitis apical presenta una situacién clinica desafiante. La base misma de la endodoncia
regenerativa es el concepto de ingenieria de tejidos, que utiliza células madre, andamios y
factores de crecimiento para regenerar el complejo pulpa-dentina. Estos desarrollos
corroboran los intentos de preservar las raices naturales, uno de los principales objetivos del

tratamiento endodontico (Pulyodan MK et al., 2020; Cymerman y Nosrat, 2020).

Las células madre, los factores de crecimiento y un andamio son la triada esencial de la
ingenieria de tejidos o la regeneracion de tejidos. Por lo tanto, el término “endodoncia
regenerativa” se introdujo en la endodoncia clinica, que también incluye revascularizacion /
revitalizacion para describir el tratamiento de dientes permanentes inmaduros con pulpas
necroticas (Saoud TMA et al., 2016).

El objetivo de la endodoncia regenerativa es promover la recuperacion de la funcion pulpar
normal en dientes inflamados o necréticos que daria como resultado una verdadera
regeneracion del complejo pulpodentinario. Recientemente, se ha logrado un rapido progreso
relacionado con la regeneracion pulpar mediada por ingenieria de tejidos, que combina
células madre, biomateriales y factores de crecimiento. Desde el aislamiento y la
caracterizacion exitosos de las células madre de la pulpa dental (DPSC) y otras células madre
mesenquimales dentales aplicables, la investigacion basica y la exploracion preclinica de la
regeneracion funcional de la pulpa mediada por células madre a través del trasplante de
células y la busqueda de células han recibido mucha mas atencion (Xie et al., 2021; Lee et
al., 2015).
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La apexificacion con hidroxido de calcio y la apexificacion con agregado de trioxido mineral
(MTA) son tratamientos clasicos para los dientes permanentes inmaduros necréticos. Los
primeros suelen fracasar por falta de cumplimiento dado el elevado nimero de sesiones
necesarias; el segundo tiene dificultades técnicas como la manipulacion de materiales y el
sobrellenado. Con ambas técnicas, el desarrollo radicular se interrumpe dejando al diente con
una estructura radicular fragil, una mala relacién corona-raiz, ruptura periodontal y alto
riesgo de fractura, comprometiendo el pronéstico a largo plazo del diente. La nueva literatura
cientifica ha descrito un procedimiento que permite el desarrollo radicular completo de estos
dientes especificos. Este procedimiento de endodoncia regenerativa (REP) propone el uso de
una combinacion de antimicrobianos e irrigantes, sin instrumentacién de las paredes del
conducto, sangrado apical inducido para formar un coagulo de sangre y un sellado hermético
en el conducto radicular para promover la cicatrizacion. El MTA es el material mas utilizado
para realizar este sellado, pero las guias actualizadas aconsejan el uso de otros cementos
endododnticos bioactivos que incorporen calcio y silicato en sus composiciones (Staffoli et
al., 2019; Aktemur et al., 2021).

i Biomateriales >
Ingenieria de . andamios >
tejidos. matriz
extracelular.

Factores de
crecimiento y
sefializacion.

Células madre
@ mesenquimales
progenitoras.

Figura 1. Esquema sobre requerimientos para llevar a cabo la regeneracion endodontica.
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4.4 Ingenieria tisular

La ingenieria de tejidos es un término asociado con la medicina regenerativa y se distingue
por su enfoque en aspectos relacionados con la ingenieria y la fabricaciéon de tejidos de
reemplazo, pero la medicina regenerativa y la ingenieria de tejidos a menudo se tratan como
un solo campo de interés en la literatura. La ingenieria de tejidos tiene como objetivo crear
tejido funcional o incluso 6rganos utilizando las propias células del paciente, ofreciendo un
método alternativo a los injertos o trasplantes. Este enfoque se esta utilizando cada vez mas
en la medicina de reconstruccion dental y maxilofacial, proporcionando una nueva opcion
para la reconstruccién de dientes, periodonto, huesos, mucosa oral, entre otros.(Rai R et al.,
2015; Abou et al., 2014).

La ingenieria de tejidos se basa clasicamente en tres pilares: (a) las células (células madre /
células progenitoras), responsables de sintetizar la nueva matriz de tejido; (b) los factores de
sefializacion / crecimientos necesarios para promover y facilitar las funcionalidades; (c) los
andamios de biomateriales, necesarios para la diferenciacion celular, multiplicacion y
biosintesis, que actan como una matriz extracelular (MEC). Las células se comunican con
su entorno utilizando diferentes componentes para regenerar tejidos mediante la combinacion
de células humanas con biomateriales de andamio especificos. Los andamios de biomaterial
proporcionan plantillas para la regeneracion de tejidos y guian a los nuevos tejidos en su
crecimiento (Upadhyay RK, 2017; Zhang K et al., 2018; Widbiller et al., 2022).

La ingenieria del tejido 6seo tiene como objetivo reemplazar el tejido perdido y restaurar su
funcidn recapitulando el proceso de regeneracion natural. La participacion concertada y la
combinacién de materiales biocompatibles, osteoprogenitores/células madre y factores
bioactivos imitan de cerca el microambiente 6seo. Los factores bioactivos regulan el
comportamiento celular e inducen a las células madre a la diferenciacion osteogénica
activando cascadas de sefalizacion especificas. Los factores de crecimiento (GF) son las
moléculas bioactivas y mediadores méas importantes del proceso natural de reparacion dsea
(Safari et al., 2021).
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4.5 Células madre

Las células madre de pulpa humana (PSC) incluyen células madre de pulpa dental (DPSC)
aisladas de tejidos de pulpa dental de dientes permanentes extraidos humanos y células madre
de dientes deciduos exfoliados humanos (SHED). Dependiendo de su multipotencia y
sensibilidad a la actividad paracrina local, las DPSC y SHED ejercen aplicaciones
terapéuticas en multiples niveles méas alla del alcance del sistema estomatognético. La
regeneracion endoddntica es donde las PSC son mas prometedoras, debido a las sélidas

capacidades angiogénicas, neurogénicas y odontogénicas de las PSC (Shi et al., 2020).

Las células madre son células indiferenciadas ubicadas en diferentes partes del cuerpo. El
papel principal de las células madre es restaurar los tejidos lesionados. Desde el
descubrimiento de las células madre, éstas ganaron gran atencion debido a su capacidad de
diferenciacion y regeneracion. La principal fuente de células madre se conocia como médula
6sea. Sin embargo, se descubrieron diferentes fuentes para la obtencion de células madre.
Los tejidos dentales, una nueva fuente de células madre, proporcionan células que tienen
caracteristicas de células madre mesenquimales, como estructura similar a fibroblastos,
expresion de antigenos de superficie especificos para células madre mesenquimales,
capacidad de regeneracion, capacidad de diferenciacion multilinaje y caracteristicas
inmunomoduladoras. Las células madre de la pulpa dental (DPSC), las células progenitoras
del foliculo dental (DFPC), las células madre de la papila apical (SCAP), las células madre
del germen dental (TGSC) y las células madre del ligamento periodontal (PDLSC) son
células madre derivadas de tejidos dentales, asi como de células madre de dientes deciduos
exfoliados (SHED). Las células madre dentales expresan marcadores de células madre
mesenquimales como Stro-1, CD146, CD106, CD90, CD73, CD29 y CD13. Las células
madre dentales son capaces de experimentar diferenciacion miogenica, condrogénica,
adipogénica, neurogénica, osteogénica y odontogénica. Gracias a esta capacidad de
diferenciacion de las células madre dentales, pueden manipularse facilmente en medicina
regenerativa. Las células madre dentales, que se pueden transfectar sin esfuerzo, también se
pueden utilizar en aplicaciones de terapia celular. Las caracteristicas inmunomoduladoras de
las células madre dentales las convierten en candidatas adecuadas para la terapia de trastornos

relacionados con el sistema inmunitario. Las células madre dentales con un alto potencial,
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como la capacidad de autorrenovacion, las caracteristicas de las células madre
mesenquimales, la diferenciacion multilinaje y la inmunomodulacion, son una herramienta
prometedora para los estudios de diferenciacion in vitro e in vivo, asi como para la terapia de
enfermedades relacionadas con el sistema inmunitario (Aydin y Sahin, 2019; Mosaddad et
al., 2022).

Las células madre dentales humanas se pueden obtener de dientes posnatales, muelas del
juicio extraidas o dientes deciduos exfoliados. Debido a su potencial de diferenciacion, estas
células madre mesenquimales son prometedoras para la reparacién dental. Por lo tanto, el
desarrollo de la regeneracion del tejido dental representa un objetivo adecuado pero

desafiante para las terapias con células madre dentales (Morsczeck C y Reichert T, 2018).

La induccion del sangrado periapical en el espacio del conducto es un paso necesario en los
procedimientos de endodoncia regenerativa de dientes permanentes inmaduros con pulpas
necréticas. Se sugirid que los coagulos de sangre en el espacio del conducto podrian servir
como matriz o andamio para promover la cicatrizacion de la herida del tejido pulpar. La
hemorragia periapical provocada también contiene células madre mesenquimales del area
periapical al espacio del canal. La sangre contiene muchos factores de crecimiento derivados
de las plaquetas. Por lo tanto, la hemorragia periapical inducida trae un andamio de fibrina,
células madre mesenquimales y factores de crecimiento bioactivos derivados de la sangre al
espacio del canal. Ademas, los factores de crecimiento incrustados en la matriz de dentina
también se liberan en el espacio del conducto después de la desmineralizacion de la dentina
con enjuague con &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) en procedimientos de endodoncia
regenerativa Las células madre, los factores de crecimiento y un andamio son la triada
esencial de la ingenieria de tejidos o la regeneracion de tejidos. Por lo tanto, el término
“endodoncia regenerativa” se introdujo en la endodoncia clinica, que también incluye
revascularizacion / revitalizacion para describir el tratamiento de dientes permanentes

inmaduros con pulpas necroéticas (Saoud TMA et al., 2016).

Los estudios histoldgicos de dientes permanentes inmaduros con pulpas necréticas y
periodontitis apical después de la terapia de endodoncia regenerativa revelaron que los tejidos

generados en el espacio del canal eran similares al cemento, al hueso o al ligamento
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periodontal (Becerra P et al., 2014). En los Gltimos afios, las células madre mesenquimales
(MSC) derivadas de tejido dental han ganado popularidad para aplicaciones de ingenieria de
tejidos y medicina regenerativa. La poblacién altamente proliferativa y autorrenovable de
células madre dentales tiene como origen la cresta neural. Esto amplia su aplicabilidad para
la regeneracion de tejidos tanto de origen ectoquimal como mesenquimatoso. La facilidad de
recoleccion de tejido, el alto rendimiento inicial de células, el bajo tiempo de duplicacion de
la poblacion, la plasticidad, las capacidades multipotenciales y las propiedades
inmunomoduladoras los convierten en candidatos adecuados para diversas estrategias
terapéuticas. Ademas, las células derivadas de tejido dental se pueden transformar en células
madre pluripotentes inducidas para personalizar los enfoques regenerativos basados en
células (Dave et al., 2018).

Hasta la fecha, se han aislado y caracterizado 5 células madre/progenitoras dentales humanas
diferentes: células madre de la pulpa dental (DPSC), células madre de dientes deciduos
exfoliados (SHED), células madre del ligamento periodontal (PDLSC), células madre de la
papila apical (SCAP), y células progenitoras de foliculos dentales (DFPC). Estas poblaciones
posnatales tienen cualidades similares a las de las células madre mesenquimales (MSC),
incluida la capacidad de autorrenovacién y el potencial de diferenciacion multilinaje. Las
MSC derivadas de la médula 6sea (BMMSC) son capaces de dar lugar a varios linajes de
células, como células osteogénicas, condrogénicas, adipogénicas, miogénicas Yy
neurogeénicas. Las células madre derivadas de tejido dental se aislan de tejido especializado
con potentes capacidades para diferenciarse en células odontogénicas. Sin embargo, también
tienen la capacidad de dar lugar a otros linajes celulares similares a los de las BMMSC, pero

con una potencia diferente. (Huang et al., 2009)
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Figura 2. Células madre adultas en la region oral y maxilofacial (Egusa et al., 2012).

4.6 Células madre de pulpa dental

La pulpa dental es un tejido altamente vascularizado e inervado que contiene una poblacién
heterogénea de células madre con potencial de diferenciacién multilinaje. Los tratamientos
de endodoncia actuales se centran en la preservacion del tejido pulpar y la regeneracion de
la pulpa dental después de lesiones patoldgicas. La pulpa dental esta formada por células
como odontoblastos, fibroblastos, macréfagos, células endoteliales, células dendriticas,
linfocitos, células de Schwann y células madre / progenitoras (Lambrichts et al., 2017). Al
igual que las células madre mesenquimales (MSC), las células madre de la pulpa dental
(DPSC) tambien tienen una caracteristica de diferenciacion pluripotente y pueden ser méas
ideales para la regeneracion de tejidos, especialmente en la ingenieria de regeneracion dental
(Xin et al., 2020). Las células madre de la pulpa dental son una poblacion de células madre
posnatales con potencial de diferenciacion multilinaje. Estas células se derivan del
ectomesénquima neural, similar a la mayoria de los tejidos craneofaciales, y se han

identificado nichos especificos en la pulpa (Ranganathan y Lakshminarayanan, 2012).

Las células madre mesenquimales aisladas de la pulpa dental de los dientes primarios y
permanentes se pueden diferenciar en diferentes tipos de células, incluidos los osteoblastos

(Hagar et al., 2021). Se ha demostrado el notable potencial regenerativo de las DPSC basado
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en su diferenciacion en odontoblastos, osteoblastos, adipocitos y neuronas (Arthur et al.,
2008; lohara et al., 2006; Jo YY et al., 2007). La promocion de la diferenciacion
odontogénica de las células madre de la pulpa dental (DPSC) es esencial para la regeneracion
de la dentina. ElI microambiente celular fisico es de importancia critica para la diferenciacion
de las células madre e influye en la funcion de otros factores bioldgicos/quimicos para la

diferenciacion (Han et al., 2021).

En 2000, Gronthos y colegas informaron sobre un trabajo seminal sobre el aislamiento y la
caracterizacion de una poblacion heterogénea de células madre similares a las MSC del tejido
de la pulpa dental de terceros molares humanos, Ilamandolas células madre posnatales de la
pulpa dental (DPSC). (Gronthos et al., 2000)

Las células madre de la pulpa dental (DPSC) se han propuesto como una alternativa a las
células madre pluripotentes para estudiar la diferenciacion multilinaje in vitro y para
aplicaciones terapéuticas. Los medios de cultivo estandar para el aislamiento y la expansion
de células madre incluyen sueros animales o componentes de matriz derivados de animales.
(Ferro et al., 2014)

4.7 Biomateriales.

Los materiales biocerdmicos aplicados en odontologia son materiales cerdmicos que se
clasifican como bioinertes, bioactivos y biodegradables. Comparten una caracteristica comun
de estar especificamente disefiados para cumplir su funcién; pueden actuar como selladores
de conductos radiculares, cementos, reparacion de raices o materiales de obturacion. La
bioactividad solo se atribuye a aquellos materiales que son capaces de inducir una respuesta
tisular deseada del huésped (Sanz et al., 2019; Huang et al., 2019).

Los materiales bioactivos se utilizan en la pulpa y otros procedimientos de endodoncia para
mejorar los resultados de cicatrizacion, en particular para reducir la probabilidad de
extraccion. La pérdida de dientes se asocia negativamente con la salud, el bienestar

psicoldgico y la ausencia de discapacidad, y es frecuente en todo el mundo. Los productos
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actuales para las diversas indicaciones contienen principalmente dos compuestos ceramicos,
silicato tricalcico y silicato dicalcico (Prati C y Gandolfi MG, 2015; Deb y Chana, 2015)
Estos polvos cerdmicos son las mismas fases que el cemento Portland comercial usado para
la construccion, pero estan modificados para grados médicos y uso en odontologia. Las
bioceramicas son compuestos ceramicos obtenidos tanto in situ como in vivo, mediante
diversos procesos quimicos. Las bioceramicas exhiben una excelente biocompatibilidad
debido a su similitud con los materiales biol6gicos, como la hidroxiapatita. Las bioceramicas
y la hidroxiapatita multisustituida o compuestos similares tienen la capacidad de inducir una

respuesta regenerativa en el organismo. (Jitaru et al., 2016)

El papel que juegan los biomateriales en el tratamiento clinico de érganos y tejidos dafiados
estd cambiando. Si bien se requeria que los biomateriales utilizados en dispositivos médicos
permanentes asumieran pasivamente la funcion de un tejido dafiado a largo plazo, se espera
que los biomateriales actuales activen y aprovechen el potencial de autorregeneracion del
cuerpo in situ y luego se degraden, la base de medicina regenerativa. Para cumplir con estos
diferentes requisitos, es imperativo comprender completamente las interacciones que los
biomateriales tienen con los sistemas biologicos, en el espacio y en el tiempo. Este
conocimiento conducird a una mejor comprension de las capacidades regenerativas de los
biomateriales ayudando a su disefio con funcionalidades mejoradas (por ejemplo,
biocompatibilidad, bioactividad) (Othman et al., 2018)

Los biomateriales endodénticos se utilizan para terapias pulpares vitales, irrigacion,
medicamentos intraconducto, obturacién y procedimientos regenerativos. Estos materiales
ofrecen varias funciones que incluyen: actividad antimicrobiana, refuerzo mecénico, estética
y efectos terapéuticos. Las terapias pulpares vitales han experimentado una mejora en los
resultados clinicos con un enfoque incremental para aprovechar las fortalezas de materiales

pasados como el hidroxido de calcio y los silicatos de calcio (Patel et al., 2020).
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4.8 Silicato tricalcico

Los cementos de silicato tricalcico (TSC) se utilizan en procedimientos de endodoncia para

promover la cicatrizacion de heridas y la formacion de tejido duro. (Ali et al., 2019)

Se han publicado mas de 2500 articulos y 200 revisiones sobre los materiales dentales
bioactivos de silicato tri/dicalcico. Las indicaciones se han ampliado desde su introduccion
en la década de 1990, desde tratamientos endodonticos restaurativos y pulpares hasta
obturacion y sellado endodoénticos. Las ceramicas bioactivas, basadas en cementos de silicato
tri/dicélcico, son ahora una parte indispensable del armamento dental contemporaneo para
especialistas, incluidos endodoncistas, odontopediatras, cirujanos orales y dentistas

generales. (Primus et al., 2019)

La primera referencia al uso del cemento Portland en odontologia provino del Dr. Witte, un
dentista del siglo X1X. El mezclé cemento Portland con agua, acido carbélico o creosota para
colocarlo debajo de un empaste de oro. Un siglo mas tarde, el cemento Portland fue revisado
para uso dental por el Dr. Torabinejad y el Sr. White, quienes patentaron el uso del cemento
Portland en endodoncia (Qutieshat et al., 2019).

El 6xido de aluminio (alimina) es comdn en el cemento Portland de calidad para la
construccion debido a la concurrencia de la alumina con los minerales de calcio y silicato,
aunque la alimina no es un componente esencial para crear un polvo de silicato tri/dicélcico
hidraulico. (Gandolfi et al., 2007; Gandolfi et al., 2008)

El silicato tricalcico se utiliza como material reparador en endodoncia asociado a diferentes
radiopacificadores como el 6xido de circonio (ZrO2), el 6xido de niobio (Nb205) o el
tungstato de calcio (CawO4) (Camilleri et al., 2013; Gomes-Cornélio et al., 2017; Balbinot
et al., 2020).
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4.9 ProRoot MTA

Los componentes del ProRoot MTA (Dentsply, Tulsa, Oklahoma, USA) son: Silicato
tricalcico 53% (C3S) vy silicato dicalcico 19% (C2S), oxido de bismuto como radio-
opacificador (Bi203), aluminato tricalcico 10% (C3A), tetracalcioaluminoferrito 7% (C4AF)
y sulfato de calcio (CaSO4), 6xido de magnesio 2.8% (MgO), trioxido de azufre 2.9% (SO3),
1.0% Ignition loss y 6xido de calcio libre 1.0% (CaO) (Salehimehr et al., 2017). Se mezcla

con una solucion acuosa viscosa de un polimero soluble en agua (Jafari y Jafari, 2017).

El ProRoot MTA gris contiene una cantidad significativa de hierro en comparacion con
ProRoot MTA blanco, fue modificado para reducir la decoloracion a la estructura dental, se
elimind el tetracalcioaluminoferrito (C4AF) como elemento principal inducido por la
decoloracién del hierro (Fe) (Salehimehr et al., 2017). La composicién quimica del cemento

Portland, ProRoot MTA gris y ProRoot MTA blanco son muy similares (Song et al., 2006).

4.10 Endosequence RRM

Los materiales de reparacion de endodoncia, como el agregado de trioxido mineral (MTA),
se utilizan para diversos procedimientos de endodoncia. Un material alternativo al MTA con
propiedades de manejo supuestamente mejoradas es el material de reparacién de raices
Endosequence, que estd disponible como masilla premezclada o pasta inyectable y se
describe gue posee actividad antibacteriana durante su reaccién de fraguado debido a su pH

altamente alcalino (Lovato y Sedgley, 2011).

El material de reparacion radicular Endosequence RRM es una masilla bioceramica
premezclada. Segun su manual de instrucciones, estd compuesto por silicato tricalcico, 6xido
de circonio, pentdxido de tantalio, silicato dicélcico, sulfato de calcio, fosfato de calcio

monobasico y agentes de relleno (Mahgoub et al., 2019).

Se plantea la hipétesis de que ERRM promueve la cicatrizacion del tejido dental,

manteniendo asi la integridad y vitalidad de la pulpa después de los procedimientos de
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recubrimiento pulpar (Machado et al., 2016). ERRM aumenté significativamente la
expresion de fosfatasa alcalina (Alp) y sialoproteina dsea (Bsp) en comparacion con MTA
(Rifaey et al., 2016).
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5. METODOS

Universo de estudio

Humano jovenes (14-18 afios), sanos, sin distincion de género.

Criterios de inclusion

Terceros molares inmaduros (con apice abierto).

Criterios de exclusién

Terceros molares con caries.

5.1 Andlisis de la muestra

Las muestras de pulpa dental se obtuvieron de dos terceros molares mandibulares inmaduros
humanos extraidos con fines ortoddonticos de un paciente sano de 18 afios sin antecedentes
médicos de importancia. El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Auténoma 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 paciente.

Las células madre de la pulpa dental se aislaron de dos terceros molares mandibulares
inmaduros de un paciente sano de 18 afios sin antecedentes médicos de importancia. Los
dientes se enjuagaron y se almacenaron en solucion salina tamponada con fosfato estéril
(PBS) inmediatamente después de la extraccion. Un tejido blando de superficie lisa se
observd en el apice de los dientes inmaduros extraidos, y con un par de alicates, este tejido
(pulpa dental) se desprendié facilmente de la porcion cameral que exponia el tejido de la
pulpa en el espacio del canal. Las células madre fueron aisladas de la pulpa del diente
mediante digestion enzimatica con colagenasa tipo | (2 mg/ ml) y sumergida en la suspension

mediana de Eagle modificada por Dulbecco.
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5.2 Aislamiento y cultivo de células madre mesenquimales de pulpa dental DPSCs

Las células madre fueron aisladas de la pulpa del diente mediante digestion enzimética con
colagenasa tipo | (2 mg / ml) (Worthington Biomedical, Lakewood, NJ, EE. UU.) a 37°C
durante 1 hora y sumergida en la suspension mediana de Eagle modificada por Dulbecco
(DMEM, Gibco, Grand Island, NY, EE. UU.). La suspension celular se centrifugd a 30rpm
durante 10 minutos, se lavo y luego se filtré a través de un filtro de nailon de 70um (BD
Biosciences, San Jose, CA, EE. UU.). Las DPSCs se mantuvieron en medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM)/Ham’s 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 ug/mL de estreptomicina y 0.25 ug /mL de anfotericina B (Sigma-Aldrich) a
37 ° C en una atmosfera humidificada con 5% de CO2 durante 3 semanas. El medio se renovo

cada 3 dias.

5.3 Obtencién de medios condicionados

Para obtener el medio condicionado, los cementos bioactivos ProRoot MTA y Endosequence
RRM se prepararon, el ProRoot MTA al ser una presentacion liquido polvo, se mezclé segun
las indicaciones del fabricante y el Endosequence RRM al ser premezclado presentacion
masilla se mantuvo de esa manera, se colocaron ambos cementos en la incubadora a 95% de
humedad a 37°C durante 24 horas esperando el fraguado del material. Ya fraguados, se
incubaron en 400ul en medio de crecimiento durante 24 horas a 37°C en una atmosfera
humidificada con 5% de CO?. Se utiliz6 medio de cultivo como control negativo, después de
la incubadora las muestras fueron centrifugadas a 10,000rpm durante 5 minutos para obtener
los sobrenadantes.

5.4 Diferenciacion osteogénica
Las DPSCs 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 24 horas. Las DPSCs se

lavaron y luego se mantuvieron en diferentes medios de cultivo: DMEM/F12, medio
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OsteoDiff (OD) (Mihenyi Biotech, Bergish Gladbach, Germany), OD + Endosequence RRM
1:40, OD + Endosequence RRM 1:20, al igual que con ProRoot MTA, OD + ProRoot MTA
1:40 y OD + ProRoot MTA 1:20. Asi mismo, se afiadieron pozos para la evaluacion de un

control positivo con células tratadas y otro de un control negativo sin tratamiento.

5.5 Tincion de alizarina roja

Después de 21 dias de induccion osteogeénica, las células se fijaron con formalina tamponada
neutra al 10% durante 30min. Las células fijas se lavaron y luego se incubaron con 2% de
tincion de alizarina roja (ARS) (pH 4,2) (Sigma-Aldrich) a temperatura ambiente durante 30
min en la oscuridad con agitacidn suave. Después de la tincion, se lavaron 4 veces con PBS.

Las células se analizaron mediante microscopia de fluorescencia.
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6. RESULTADOS

6.1 Aislamiento y cultivo de DPSCs

Las células adherentes mostraron diferentes tamafios y morfologias después de 7 dias en
condiciones de crecimiento. También se observd una apariencia espigada alargada con
nucleos ovales y centrales. Adicionalmente, varias unidades formadoras de colonias (CFUF)

fueron observadas.

Figura 3. Aislamiento y cultivo de DPSCs a los 7 dias.

6.2 Deposicion de calcio extracelular mediante tincion de alizarina roja (ARS)

Después de 21 dias bajo induccidn osteogénica, se observo una confluencia celular completa
en todos los tratamientos. En todos los grupos hubo actividad osteogénica de las DPSCs. Las
DPSCs tratadas con OD + 1:20 de Endosequence RRM mostraron un nivel similar de ARS
comparado con las DPSCs tratadas solo con OD.

OD suplementado con ProRoot MTA 1:20 indujo un claro aumento en la abundancia y el
tamafio de los depositos de calcio, ademéas de un aumento significativo en los niveles de

mineralizaciéon evaluados por ARS en comparacién con los grupos control. En cuanto al
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tratamiento Endosequence RRM 1:20 también obtuvo un aumento abundante en la

deposicion de calcio, pero no tan significativo como en ProRoot MTA.

OD + ERRM 1:20 OD + E RRM 1:40 OD + PR 1:20 OD + PR 1:40

DMEM/F12

Figura 4. N6dulos de mineralizacion y diferenciacion osteogénica posterior a 21 dias de
exposicion a cementos bioactivos Endosequence RRM y ProRoot MTA.
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7. DISCUSION

En el presente estudio se evalué el potencial osteogénico sobre células madre de pulpa dental
humana por su gran potencial regenerativo, proliferativo y osteogénico (Sonoyama et al.,
2008) y debido al intimo contacto de estas células con los cementos bioceramicos / bioactivos
en los tratamientos regenerativos, a diferencia de otros estudios donde evaluaron la viabilidad
y el efecto osteogénico con células similares a osteoblastos humanos (Gomes-Comélio et al.,
2017).

En un estudio realizado en el afio 2006 por Chen 'y colaboradores mostraron una proliferacion
celular significativamente mayor en superficies recubiertas con RRM/MTA (2 a 3 veces en
namero de células). El efecto mitégeno sobre las células madre del ligamento periodontal y
las células madre de la pulpa dental fue mas pronunciado con RRM que con MTA (49 % y
26 % mas alto, respectivamente), pero las células madre mesenquimales de la médula Gsea
humana respondieron a ambos materiales de manera similar. En condiciones de privacion de
suero, sobrevivieron significativamente mas células (2 a 3 veces) en superficies RRM/MTA
(Chen et al., 2016).

Sun y colaboradores en el afio 2021 evaluaron el potencial osteogénico de las hDPSC que
habian estado expuestas a Endosequence RRM Putty, se examiné mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa de transcripcion inversa cuantitativa para las expresiones de genes
osteogénicos Yy la transferencia Western para las expresiones de proteinas osteogénicas. Se
realizaron ensayos de actividad de fosfatasa alcalina y tincion con rojo de alizarina S para
detectar cambios en la produccién de la enzima intracelular y la mineralizacion de la matriz
extracelular, respectivamente. Ellos descubrieron que estas masillas mostraban un potencial
a la osteogénesis bastante similar a los bioceramicos ya existentes, sin embargo, la

presentacion del material facilité la manipulacion (Sun et al., 2021; Sun et al., 2021).

La investigacion que realizamos toma partida aislando y cultivando células madre de pulpa
dental de terceros molares inmaduros con la finalidad de proveer proliferacion celular in

vitro, para después, realizar la tincion de alizarina roja con Endosequence RRM y ProRoot



38

MTA, los cuales se sometieron a una exposicion de 21 dias y posteriormente, se obtuvieron
resultados viables ante proliferacion celular y formacion de calcio mediante la tincidn
utilizada. Esto nos indica que tanto como Endosequence RRM y ProRoot MTA presentan un
potencial osteogénico bastante viable para su utilizacion en procedimientos de endodoncia

regenerativa.
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8. CONCLUSIONES

Es posible aislar y cultivar células madre de pulpa dental DPSCs derivadas de terceros

molares inmaduros.

Es posible obtener un medio condicionado derivado del cemento bioceramico /

bioactivo Endosequence RRM.

Una baja concentracién de medio condicionado de Endosequence RRM 1:20 es capaz
de inducir potencial osteogénico significativo mediante la formacién de nédulos de

mineralizacion.

El Endosequence RRM de acuerdo con sus propiedades osteogénicas podria ser una

alternativa interesante para procedimientos de regeneracion en Endodoncia.
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