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RESUMEN

INTRODUCCION: Dentro de las interacciones entre materiales dentales y tejido dentario, el
caso de la exposicion pulpar es uno de los mas complejos. En esta aplicacion el material
debera estar en contacto directo con el tejido pulpar y ser capaz de estimular su reparacion y
la aposicion de dentina. Con este propésito se han desarrollado diferentes materiales, entre
los que podemos mencionar: los cementos de hidroxido de calcio y los cementos de silicato
de calcio, como Biodentine® (BD, Septodont). Otro material que se encuentra en estudio por
presentar propiedades favorables para esta aplicacion son las nanoparticulas de vidrio
bioactivo (nVB). El proposito del estudio es investigar el efecto en la citotoxicidad y bioactividad
que tiene la incorporacion de nVB en cemento BD en células madre de pulpa dental (DPSCs).
METODOLOGIA: Se realizaron discos de BD, BD modificado con nVB al 2 y 5% (BDnVB2%,
BDNnVB5%) y vidrio iondmero (VI, Fuji Il, GC América). DPSCs fueron sembradas sobre los
discos y mantenidas por: 3, 7 y 14 dias para el ensayo de viabilidad; 7 y 14 dias para ensayo
de adhesién con microscopia electrénica de barrido y el ensayo de actividad fosfatasa alcalina
(ALP). Las muestras fueron procesadas, las imagenes obtenidas fueron descritas en términos
de densidad y morfologia celular e interaccién con el material. Los resultados obtenidos del
ensayo de viabilidad y actividad ALP fueron analizados estadisticamente con ANOVA de uno
y dos factores y post-test HSD Tukey, con un nivel de significancia de p<0,05.
RESULTADOS: En el ensayo de adhesién con microscopia electrénica de barrido se observé
una capa densa de células aplanadas, con mdltiples prolongaciones en la superficie de los
discos de BD, BDnVB2% y BDnVB5%, mientras que VI presentd escasas células en su
superficie. La viabilidad celular de DPSCs fue estadisticamente mayor en BDnVB2%,
BDnVB5% respecto a VI y no fue diferente a la observada en las DPSCs cultivadas en BD.
Por otro lado, las DPSCs cultivadas en los cementos nanocompadsitos BDnVB2% y BDnVB5%,
presentaron una mayor actividad de ALP que al ser cultivadas en BD o VI después de 7 dias
de incubacion.

CONCLUSIONES: La incorporacion de nVB a BD no modifica su citocompatibilidad sin
embargo mejora su capacidad de inducir produccion de ALP en las DPSCs. Esta
incorporacién podria suponer una mejora en la velocidad de formacion de un puente
dentinario y por tanto la cicatrizacion y reparacion de la pulpa ante una injuria pulpar, sin

embargo, se requiere realizar mas estudios.



INTRODUCCION

En odontologia, la ciencia de los biomateriales busca desarrollar materiales que
permitan preservar y restablecer los tejidos dentales perdidos. En un principio,
se buscaba que el material fuese capaz de reemplazar el tejido perdido de
manera inerte, idealmente sin interactuar con el medio (1). De esta manera, se
buscaba no generar una respuesta adversa o de rechazo y tampoco que el
material se degradara en el tiempo. Sin embargo, mas recientemente, el enfoque
ha cambiado hacia el desarrollo de materiales bioactivos que interactien y
generen respuestas favorable en el huésped, y asi permitan realizar

procedimientos menos invasivos (2).

Una de las interacciones entre material y tejido dental mas compleja, es aquella
gue se genera cuando existe exposicion pulpar, producto, por ejemplo, de un
traumatismo dentoalveolar o por el avance de una lesion de caries. El material
gue reemplace estos tejidos perdidos no solo debe reemplazar esmalte y dentina
ausentes, sino también interactuar favorablemente con el tejido pulpar. El
recubrimiento pulpar directo y la pulpotomia parcial de Cvek corresponden a
procedimientos que buscan mantener la vitalidad pulpar cuando hay una
exposicion de esta al medio bucal ante un traumatismo dentoalveolar (3). El
material que se ponga en contacto con la pulpa debe cumplir con ciertas
caracteristicas que lo transformen en un sustituto dentinario adecuado (4).
Comunmente, las propiedades evaluadas en un material dental que sera
utilizado como reemplazo de tejido duro son su resistencia, adhesion, sellado
marginal, solubilidad, facilidad de manipulacion y estética (5). Sin embargo, en
estos casos en que el material estara en contacto directo con tejido pulpar es
especialmente relevante la evaluacion de la interaccion del material con las

células involucradas.
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En el caso de materiales que estaran en contacto pulpar directo existen dos
propiedades que son altamente deseadas. Una de ellas, la citocompatibilidad,
que es la capacidad de mantener la viabilidad celular y proliferacion. La otra
corresponde a la bioactividad, que es la capacidad de inducir una respuesta
favorable en el huésped, formando una interfase de unién entre el tejido y el
material. En el caso de esta aplicacion se espera que sea a través del depésito
de una capa mineral similar a hidroxiapatita (6). De manera tal, que el material
sea capaz de generar un buen sellado de la interfase entre el biomaterial y el
tejido pulpar (7), con el propdsito de mantener la salud pulpar, previniendo la

infiltracion bacteriana y promoviendo la formacién de un puente dentinario (8).

Existen distintos materiales que se han utilizado para estas aplicaciones a lo
largo de la historia. En un principio se utilizaba el hidroxido de calcio por sus
propiedades antibacterianas, y su capacidad de estimular y ser la matriz para la
formacién de un puente dentinario (9). Sin embargo, sus principales desventajas
son el largo tiempo que demora en inducir formacién de tejidos duros, la calidad
del tejido formado y el efecto debilitador de la dentina que genera (10).
Actualmente, los mas recomendados son cementos en base a silicato de calcio,
como Mineral Trioxide Aggregate (MTA) o Biodentine (11). Si bien MTA presenta
excelentes propiedades bioactivas, sus bajas propiedades de resistencia
mecanica y estéticas, sumadas a su dificil manipulacién lo alejan de ser el
sustituto dentinario ideal (12). En contraste, Biodentine® presenta, aparte de las
propiedades bioactivas similares a MTA, propiedades mecanicas similares a la
dentina, un menor tiempo de fraguado y mejor estética (13). Ambos materiales
son capaces de depositar una matriz similar a hidroxiapatita y estimular la
proliferacion, adhesién y el depdsito de dentina reparativa del tejido pulpar (14).
Tanto los cementos en base a hidréxido de calcio como los cementos en base a
silicato de calcio, comparten los mecanismos de estimulacion celular y formacion
de matriz, la presencia de una alta concentracion de calcio estimula la migracion

y diferenciacién celular y el pH alcalino aumenta la expresion de la fosfatasa
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alcalina (ALP) y proteina morfogenética 6sea 2 (BMP-2) que promueven la

formacién de nddulos calcificados (15).

Recientemente se demostro in vitro que la incorporacion de nanoparticulas de
vidrio bioactivo (nVB) a Biodentine® aumenta sus propiedades bioactivas,
acelerando la velocidad de formacion de una capa de apatita en la interfase
restauracion-dentina en condiciones simuladas acelulares (16). Sin embargo, no
se han estudiado las respuestas celulares que podria generar este cemento
nanocomposito. Es posible que la incorporacién de nVB a Biodentine® mejore
su capacidad de inducir diferenciacion osteogénica, ya que estudios in vitro han
demostrado el potencial de esta nanoparticula de inducir diferenciacién
odontogénica y formacién dentinaria al producir un aumento de la expresion del
gen Runx2 y de la actividad de fosfatasa alcalina (ALP), debido a un aumento
de las concentraciones de silicio y la alcalinidad del pH a nivel extracelular (17).
Esto se ve favorecido por el tamafio nanométrico de la particula, que al poseer
una mayor superficie de contacto, permite una disolucion rapida de sus

componentes para formar este medio extracelular bioactivo (18).

Debido a estas propiedades la incorporacion de nanoparticulas de vidrio
bioactivo en materiales de recubrimiento pulpar podria mejorar su bioactividad y
con ello otorgar efectos positivos en terapias pulpares. Es por ello que el
presente proyecto busca evaluar la citocompatibilidad de Biodentine®
modificado con nVB, y su capacidad de inducir diferenciaciéon osteogénica al

estar en contacto con células madre de la pulpa dental.
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MARCO TEORICO

Los traumatismos dentoalveolares (TDA) son un grupo de lesiones que afectan los
dientes y sus tejidos de soporte como consecuencia de un impacto, que segun
factores como la direccion y fuerza, la forma del objeto, la edad del paciente y la
resiliencia de los tejidos bucales dan como resultado una amplia gama de
presentaciones clinicas (19). Su frecuencia es alta, y ocurren mayoritariamente en
la poblacion bajo 20 afios de edad (20, 21). En denticion permanente, el TDA mas
frecuente es la fractura coronaria, la cual corresponde a la pérdida de estructura
dentaria (esmalte y/o dentina) con o sin exposicién del 6rgano pulpar (complicada o

no complicada, respectivamente) (22).

Segun la guia para el manejo de trauma dental de la Asociacion Internacional de
Traumatologia Dental (IADT), es ideal mantener y preservar la vitalidad de la pulpa
dental, especialmente en pacientes jévenes, que no presentan desarrollo radicular
completo. En estos casos, un tratamiento minimamente invasivo como la terapia
pulpar vital (incluyendo recubrimiento pulpar directo y pulpotomia parcial) es el
tratamiento de eleccion. Mientras que para pacientes adultos si bien muchas veces
el tratamiento de eleccion es el tratamiento endodontico, es posible también realizar
estas terapias menos invasivas que permiten mantener la vitalidad de la pulpa (22).
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TERAPIA PULPAR VITAL EN TDA

La terapia pulpar vital (TPV) tiene por objetivo preservar y mantener la pulpa dental
que ha sido afectada, pero no destruida, por el proceso de caries, trauma o
latrogenia durante el mismo proceso restaurador (23). Dentro de las TPVs se incluye
el recubrimiento pulpar directo (Figura 1), procedimiento que busca detener la
hemorragia y aplicar un biomaterial protector en contacto directo con la pulpa sana
expuesta menor a 1 mm, con la intencién de sellar, formar una barrera protectora y

mantener la vitalidad pulpar (4).

Figura 1. Esquema representativo del procedimiento de recubrimiento pulpar directo.
A. Fractura coronaria complicada con exposicion pulpar menor a 1mm - B. Control de la
hemorragia - C. Aplicacién de biomaterial - D. Restauracion y control. (Imagen modificada
de Diangelis et al., Pediatr Dent. 2017;39(6):401-11.)

Dentro de las TPV, también se incluyen la pulpotomia parcial o pulpotomia de Cvek
(Figura 2), que es la eliminacién parcial de tejido pulpar cameral expuesto, con
desinfeccién y control de sangrado pulpar, con posterior sellado y restauracién. Este
tratamiento presenta una mayor tasa de éxito en exposiciones pulpares que son

debido a trauma, que en las que tienen su origen en lesiones de caries dental (24).
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Figura 2. Esquema representativo del procedimiento de pulpotomia parcial
A. Fractura Coronaria Complicada con exposicion pulpar > a 1 mm - B. Eliminacién de parte
de la pulpa expuesta y control de la hemorragia - C. Aplicacion de biomaterial - D.
Restauraciéon y control. (Imagen modificada de Diangelis et al., Pediatr Dent.
2017;39(6):401-11.)

Ante una injuria, el complejo pulpodentinario reacciona con una combinacion de
procesos inflamatorios y mineralizadores. Varios tipos celulares participan en la
reaccion: odontoblastos, fibroblastos, células madre y células del sistema
inmunologico (células dendriticas, histiocitos, linfocitos T), por lo tanto, se genera
una compleja serie de respuestas antibacterianas, inflamatorias, inmunes y
vasculares (25). Los odontoblastos que se encuentren vitales son la primera linea
de defensa, produciendo dentina reaccional, si estos no estan presentes, las células
ubicadas en la zona sub-odontoblastica se diferencian y reemplazan a estos
odontoblastos. Sin embargo, cuando la pulpa es expuesta, la zona odontoblastica y
sub-odontoblastica no puede reparar y se da inicio a otro proceso. Las células
madres ubicadas en la pulpa son reclutadas, proliferan, se diferencian en células
tipo odontoblasto y comienzan a producir dentina reparativa, matriz extracelular que
pasara por un proceso de mineralizacion hasta formar un puente dentinario que

puede llenar parcial o totalmente la camara pulpar (26).
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MATERIALES DENTALES UTILIZADOS EN TPV

Los materiales utilizados en la TPV deben cumplir con ciertas propiedades que
permitan obtener resultados éptimos y conservar la vitalidad pulpar. El material debe
ser capaz de producir un buen sellado bacteriano, endurecer en un ambiente y en
contacto con tejidos con constante humedad, estimular el deposito de dentina

terciaria y promover la reparacion de la pulpa (4).

La biocompatibilidad ha sido descrita como la capacidad de un material para
funcionar en un sistema vivo, y que este responda de manera apropiada ante el
material, es decir sin reacciones adversas. Por seguridad, es necesario evaluar la
biocompatibilidad de un material previo a usarlo clinicamente, para esto es
necesario realizar estudios in vitro, en animales y ensayos clinicos (27). Para que
un material sea considerado biocompatible es sometido a diversos ensayos:
citotoxicidad, genotoxicidad y sensibilidad (2). Los ensayos de citotoxicidad buscan
evaluar la viabilidad de las células que estan en contacto con el material y los
productos de disolucién de este; comunmente son realizados in vitro y proveen
resultados repetibles, sin embargo, no constituyen una réplica exacta de la situacion

clinica ni tampoco de la complejidad de los tejidos (28).

La bioactividad de un material, se puede evaluar no solo por su capacidad de
depositar apatita en contacto con fluidos fisiol6gicos, sino también por su capacidad
de inducir a las células a formar tejido mineralizado (29). Durante la dentinogénesis,
aumenta la expresion de ciertos genes, proteinas y moléculas, tales como DSPP
(gen para sialoproteina dentinaria -DSP-, fosfoproteina dentinaria -DPP-),
fosfoproteina para matriz dentinaria (DMP-1), ALP, osteocalcina (OCN),
sialoproteina 6sea (BSP), osteopontina (OPN), Runx2, factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) y factor de crecimiento transformante beta (TGF-f), los cuales se han
evaluado para determinar la bioactividad de materiales (30). La enzima fosfatasa
alcalina (ALP) es un conocido marcador de diferenciacion osteogénica Yy

odontogénica. Se considera que ALP juega un rol importante en la mineralizaciéon
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de dentina reparativa y es un marcador proteico de desarrollo odontoblastico
temprano, asociado a una intensa actividad secretoria de la célula (31). Por tanto,
la expresion de esta y su actividad ha sido tema de investigacion para evaluar la
bioactividad de cementos utilizados como proteccion pulpodentinaria. Se han
obtenido resultados favorables para los cementos en base a silicato de calcio, ya
que, en contacto con células madre de pulpa dental, se observa una expresion
aumentada de ALP y de su actividad (32).

CEMENTOS DE HIDROXIDO DE CALCIO

Dentro de los materiales recomendados para ser utilizados en TPV, uno de los
primeros en ser utilizado por presentar propiedades bioactivas fue el hidréxido de
calcio, disponible en dos formatos: pasta-pasta fraguable, donde la base contiene
fosfato de calcio (Cas(POa4)2) y 1,3 butilenglicol disalicilato, el catalizador contiene
hidréxido de calcio (Ca(OH),) y sulfonamida de N-etil-o/p-tolueno, ademas de 6xido
(Zn0O) y estearato de zinc (Zn(CisH3502)2), tungstato de calcio (CaWOa), dioxido de
titanio (TiO2) y pigmentos de 6xido de hierro (FeO) (ejemplo: Dycal®, Denstply,
USA); y el formato no fraguable, en formato pasta cremosa en base a hidroxido de

calcio y agua (ejemplo: Calcicur®, VOCO, Alemania, Figura 3) (33).

Figura 3. Cementos de hidréxido de calcio A. Dycal® - B. Calcicur®

Esta pasta de hidroxido de calcio tiene un pH de 12-13 lo que le da propiedades
bactericidas y capacidad de inducir la formacion de una cicatriz pulpar mediante la
formacion de una zona necrética con dentina desmineralizada (debido al grabado
alcalino). Ademas, induce la produccion de citoquinas pro-inflamatorias y factores

de crecimiento dentinarios en las células sobrevivientes y por lo tanto un proceso
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de reparacion tisular y de aposicion de dentina. La aposicion de una matriz de calcio
produce una barrera mecéanica, lo que en la préctica clinica es beneficioso, ya que
genera un sellado del tejido pulpar, necesario para evitar una posible colonizacién
bacteriana (34). Sin embargo, ensayos in vitro han mostrado que el hidroxido de
calcio no solo no induce, si no que inhibe la proliferacion y diferenciacién de las
células madre en la pulpa dental (35). Ademas, su alta citotoxicidad (producto del
pH alcalino) y alta solubilidad lleva a la formacién de porosidades y microfiltraciones
en la interfase material-dentina, una posible causa de fracaso de la TPV (23, 33).
Ante estos inconvenientes se han desarrollado otros materiales que presentan una
mejor biocompatibilidad, inducen el proceso reparativo en la pulpa (36), y son
bioactivos: como los cementos de silicato de calcio. Entre ellos se encuentran el
Agregado de Triéxido Mineral (MTA, Maillefer-Dentsply, Suiza), y Biodentine (BD,
Septodont, Francia) (37).

CEMENTOS DE SILICATOS DE CALCIO

AGREGADO DE TRIOXIDO MINERAL (MTA)

MTA fue desarrollado en el afio 1993 por Torabinejad y colaboradores en la
Universidad de Loma Linda, con el objetivo de obtener un material biocompatible
capaz de sellar apices y perforaciones en la raiz del diente (10). Este material es
basicamente cemento de Portland (CP) de construccién con un agregado radiopaco
(Figura 4). Compuesto principalmente por silicato tricalcico (3Ca0-SiOz2), aluminato
tricalcico (Al203-3Ca0), 6xido tricalcico, 6xido de silicio (SiO2) y 6xido de bismuto
(Bi203) (38), este cemento se presenta comercialmente en un sobre hermético con
el polvo, al que se le agrega agua destilada estéril en una proporcion polvo-liquido
de 3:1 (39). Al hidratar este polvo se forma un gel coloidal sobresaturado de
hidroxido de calcio y silicato de calcio hidratado, también llamado “gel de silicato”
(40) que alcanza un pH de 10-10,5, y es capaz de llegar a un pH similar al hidréxido
de calcio (12.5) después del fraguado inicial de 3 horas.
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Como material restaurador, posee un buen sellado y adaptacion marginal. Su
solubilidad es variable dependiendo de la cantidad de agua utilizada en la mezcla
inicial (41) y presenta buena radiopacidad, debido a la presencia de Oxido de
bismuto (42). Este material presenta una buena citocompatibilidad y capacidad para
inducir formacion de tejido mineralizado, con minima o nula respuesta inflamatoria,
gue en comparacion a la necrosis alcalina del hidroxido de calcio lo hace un mejor

sustituto dentinario (43).

Con respeto a su uso en la TPV, el MTA ha mostrado una mayor tasa de éxito a
corto y largo plazo que el hidréxido de calcio, tanto en dientes primarios (44) como
en dientes permanentes (45, 46), con formacién de un puente dentinario de mayor
grosor, mas organizado y una respuesta pulpar mas favorable y predecible que ante
el uso de hidréxido de calcio (47). Sin embargo su largo tiempo de endurecimiento,
bajas propiedades mecanicas, ademas del cambio de coloracion que genera en el

diente en el tiempo (41) son sus principales desventajas para su uso en TPV.

3 MTA ANGELUS®

9

Q ngelus

Figura 4. Presentaciones comerciales de MTA Angelus® y ProRoot MTA®
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BIODENTINE

Biodentine® es un producto en base silicato de calcio, comercializado desde el 2011
como material de remplazo de tejido dentinario, con un amplio rango de
indicaciones, desde reparacion endoddntica a material de recubrimiento pulpar
directo (48). Se presenta en una capsula que contiene el polvo y una ampolla para
el liquido. El polvo estd compuesto de: silicato tricalcico (3CaO-SiOz), silicato
dicélcico (2Ca0-SiOz2), carbonato de calcio (CaCOs), didxido de zirconio (ZrOz2) y
oxido de hierro (FeO) que se mezcla con el liquido compuesto de: cloruro de calcio
(CaCL2), agua y un agente reductor en base a un polimero hidrosoluble (49, 50)
(Figura 5).

Al momento de ser mezclados, el silicato tricélcico reacciona con el agua formando
un gel de silicato tricélcico hidratado con nudcleos de silicato tricélcico, pasado un
tiempo este gel forma una red sélida y libera hidréxido de calcio al medio
aumentando la alcalinidad. Las particulas de silicato tricalcico que no reaccionan
son envueltas por este gel y se convierten en nucleos de mineralizacion donde se
depositan los cristales de CaCOs formados en el proceso de hidratacion. Estos
llenan lentamente las porosidades entre el cemento sin reaccionar, alcanzando su
maxima capacidad en aproximadamente dos semanas, dando como resultado una

estructura parcialmente impermeable (13, 49).

| Biodentine”

septodont

ﬁ Wr Biodentine
! ""'.“

Figura 5. Biodentine® y su forma de
presentacion capsula/ampolla monodosis.
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La reaccién de hidratacion de Biodentine® esta resumida en la siguiente férmula:

2(3Ca0.Si0O2) + 6H20 — 3Ca0.2Si02.3H20 + 3Ca(OH)2

Al momento de interactuar con la dentina, el gel forma una interfase mineral de
cristales de carbonato de calcio que infiltran los tdbulos dentinarios, lo que se ve
facilitado por el “grabado alcalino” del fuerte pH alcalino sobre las fibras de colageno
(7). La interfase formada es rica en Ca y Si, considerados importantes en la
precipitacion de apatita de estos materiales cuando estan en contacto con fluidos
bioldgicos. Durante el proceso de hidratacion del silicato de calcio, se produce un
aumento de pH e iones Si y Ca?* en el medio, sobresaturandolo y facilitando su
precipitacion. Ademas de esto, los grupos funcionales que contienen silicio,
presente en la matriz de silicato hidratado actian como centros de nucleacién para

la precipitacion de apatita (51).

Biodentine® tiene una alta citocompatibilidad, demostrada por su baja citotoxicidad
y genotoxicidad (52). Esto ha sido evaluado en diferentes tipos de células como,
fibroblastos (53), células de médula 6sea (54) y células madre de pulpa dental (55)
y se han obtenido similares resultados en cuanto a viabilidad, adhesion y
proliferacion celular. En comparacion con MTA, posee mejores propiedades
mecanicas, similares a la dentina lo que sugiere podria ser un mejor sustituto
dentinario (56). Presenta, ademas un tiempo de fraguado reducido lo que es una

ventaja en la practica clinica (13).
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VIDRIO BIOACTIVO

El vidrio bioactivo (VB) fue desarrollado en 1969 por el profesor Larry Hench en la
Universidad de Florida. Existen varias presentaciones del VB (Figura 6), dentro de
estos el méas utilizado es el 45S5 que se compone por esta red de silicato y por
diéxido de silicio (SiO2), 6xido de fosforo (P20s), 6xido de sodio (Naz20) y 6xido de
calcio (CaO) resumidos en la siguiente formula: 46.1 SiOz, 2.6 P20s, 24.4, Na20,
26.9 CaO (mol%) (57). Se destaca por poseer la capacidad de adherirse a hueso y
a tejido conectivo. Dependiendo del tamafio de la particula, posee la capacidad de
inducir formacion de hueso mediante proliferacion y diferenciacion de lineas

celulares osteoprogenitoras (58).

Figura 6. Fotografia de
nanoparticulas de vidrio
bioactivo.



20

Se ha utilizado principalmente en el area ortopédica en trauma, artroplastia y como
material de relleno posterior a la remocion de quistes o tumores (59). También ha
sido utilizado en areas de la odontologia, como la cirugia maxilofacial, en
perforaciones y elevaciones de seno maxilar y también en casos de fractura de piso
de orbita. En implantologia dental se ha utilizado como modificador de la superficie
implantar; y en periodoncia para rellenar defectos 6seos producto de enfermedad
periodontal (60). También se ha agregado a pastas dentales como agente
remineralizante y para disminuir la sensibilidad dentaria al obliterar los tubulos

dentinarios (61).

En estudios in vivo presenta excelentes propiedades como material de
recubrimiento pulpar directo, similares al MTA, en relaciébn a la respuesta
inflamatoria que ambos materiales producen en el tejido pulpar y a la capacidad
formadora de un puente dentinario (62). Ademas, es capaz de obtener un buen
sellado en la interfase material-dentina al realizar intercambio i6nico, comparable
con el cemento de vidrio ionémero (63) donde el tamafio de las particulas influye en
la adhesion, sellado y formacién de apatita. Las particulas de tamafio nanométrico
presentan mejores propiedades que su contraparte micrométrica al tener mayor

superficie de contacto (64).

Se ha estudiado también la incorporacion de nVB a Biodentine®, demostrandose
gue acelera su bioactividad, al aumentar la velocidad con la que se deposita apatita
en la superficie del material cuando esta en contacto con fluido fisiol6gico simulado
acelular (16). Debido a las posibles indicaciones de uso de este material
nanocompuesto en contacto directo con tejido pulpar, es relevante investigar su
comportamiento en contacto directo con cultivos celulares. En primer lugar, se hace
necesario verificar la citocompatibilidad de este material. Se espera que la
incorporacion de nanoparticulas de nVB no altere las propiedades biol6gicas de
Biodentine®, ya que hay estudios que sugieren que el vidrio bioactivo produce una
respuesta celular similar a MTA en el tejido pulpar (62). Por otro lado, es también
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relevante evaluar el efecto de la incorporacion de nVB en el BD sobre el proceso de
diferenciacion celular odontogénico. La incorporacion de nVB en BD podria
aumentar la capacidad de este cemento para inducir la diferenciacién odontogénica
de células madre de la pulpa dental, lo cual podria tener consecuencias favorables

en la formacién de dentina en tratamientos de TPV con este tipo de materiales.
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HIPOTESIS
La incorporacién de nanoparticulas de vidrio bioactivo a Biodentine® mantiene la

citocompatibilidad del nanocompuesto y mejora su capacidad para estimular la

diferenciacion osteogénica en células madre de la pulpa dental.

OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la citocompatibilidad de Biodentine® modificado con nanoparticulas de
vidrio bioactivo en células madre de pulpa dental y su capacidad de estimular

diferenciacion osteogénica in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS (OE)

1. Evaluar la morfologia y adhesion de células madre de la pulpa dental cultivadas

con Biodentine® modificado con nanoparticulas de vidrio bioactivo.

2. Evaluar la citocompatibilidad de Biodentine® modificado con nanoparticulas de

vidrio bioactivo con células madre de la pulpa dental.

3. Evaluar la capacidad de Biodentine modificado con nano particulas de vidrio
para inducir diferenciacion de células madre de pulpa dental a un fenotipo

mineralizante.
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METODOLOGIA.

1. Tipo de estudio

Esta investigacion corresponde a un estudio experimental in vitro, en el cual se
determind y comparé la citocompatibilidad y capacidad osteogénica en células
madre de pulpa dental de Biodentine® modificado con nanoparticulas de vidrio
bioactivo. Este proyecto se realizd en el laboratorio de Nanobiomateriales de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.

2. Grupos experimentales

Se utilizaron los siguientes materiales experimentales:

- Biodentine® modificado con 2% de nanoparticula de vidrio bioactivo (BDnVB2%)
- Biodentine® modificado con 5% de nanoparticula de vidrio bioactivo (BDnVB5%)
Se utilizaron los siguientes materiales como control de referencia:

- Control positivo, Biodentine® sin modificar (BD, Septodont, Saint-Maur-des-
Fosses Cedex, Francia)

- Control negativo, Cemento de vidrio ionémero (VI, GC Corporation, Tokio, Japén)

- Células sin ningun tipo de material (CT)

3. Preparacion de materiales.

Las particulas de nVB (40-70 nm) fueron sintetizadas por el método sol-gel (Anexo
n.1) usando la composicion molar: 58Si02:40Ca0:5P20s. El nanocompdésito fue
preparado con un 2 y 5% (M/M) en contenido de la nanoparticula, debido que
resultados anteriores indicaron que con este contenido se logran la mayor actividad
de formacién de apatita en medio fisioldgico simulado (16). Para este propésito se

afiadieron 0,015 y 0,039 g de nVB, previamente pesados en una balanza de
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precision Radwag WT2000, a una capsula de Biodentine (BD) luego fue mezclado
en el amalgamador Softly-8 (Satelec, Francia) por 30 segundos. Posteriormente se
abrio la cdpsula y se vertieron 5 gotas de liquido BD para ser mezclado segun
instrucciones del fabricante. Los compuestos (BDnVB) fueron puestos en moldes
de silicona hasta terminar el tiempo de fraguado y se obtuvieron discos de 6 mm de
ancho y 1,5 de altura. Previamente a su utilizacion estos discos fueron lavados
individualmente con tampén fosfato salino (PBS) con el siguiente protocolo: 2
lavados de 24 horas y 2 lavados de 15 minutos. Este protocolo también fue aplicado

en los discos de los materiales control.

4. Andlisis de Superficie con microscopia electrénica de barrido con detector
de energia dispersiva (MEB-EDX)

Se montaron discos de BD, BDnVB2%, BDnVB5% y VI en portamuestras de
aluminio y posteriormente se metalizaron con oro en metalizador Denton Desk V
(Denton Vacuum, New Jersey, USA) y se observaron en aumentos de 100x, 500x y
1000x con un microscopio electrénico de barrido Jeol Modelo JSM IT300LV (Jeol
USA Inc., EEUU) y se les realizo andlisis EDX con software de Aztec EDS system
(Oxford Instruments, Abingdon, Reino Unido) en las superficies con aumento de
1000x.

5. Evaluacién de respuesta celular
5.1 Cultivo celular

Se utilizaron células madre aisladas de la pulpa dental humana (Dental pulp
stem cells — DPSCs) mediante un protocolo optimizado (Anexo n.2) y que se
mantienen criopreservadas en el Laboratorio de Nanobiomateriales de la
Facultad de Odontologia. Las DPSCs fueron cultivadas en Alpha-MEM
suplementado con 10% (v/v) suero bovino fetal, 1% penicilina-estreptomicina

y solucion buffer HEPES 10mM en una atmosfera humidificada a 37°C y 5%
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CO:s2. El medio de cultivo fue cambiado una vez al dia hasta completar los dias

de cultivo.

5.2 Andlisis de adhesiéon y morfologia celular

DPSCs (50.000 células) fueron sembradas en placas de 48 pocillos
conteniendo un disco de material. Las células fueron incubadas y al término
del tiempo a evaluar (7 y 14 dias) las células fueron fijadas con glutaraldehido
al 2% y cacodilato de sodio 0,1 M por 2 horas y almacenadas a 4°C antes de
empezar el proceso de deshidratacion. Posterior a ello, los discos fueron
deshidratados en soluciones crecientes de etanol por 5 minutos. Las
muestras fueron puestas en el Secador de punto critico Autosamdri-815,
Series A (Tousimis, Maryland, USA) usando CO:2 por 30 minutos.
Posteriormente las muestras fueron metalizadas con una pelicula de oro en
metalizador Denton Desk V (Denton Vacuum, New Jersey, USA) y luego
examinadas mediante microscopia electronica de barrido Jeol Modelo JSM
IT300LV (Jeol USA Inc., EEUU).

Las imagenes fueron obtenidas con aumentos de 100, 500 y 1000x. Las
células fueron descritas en términos de densidad de células, su morfologia e
interaccién con la superficie del material. Para este ensayo una muestra por

material fue seleccionada para evaluar en MEB.

5.3 Andlisis de viabilidad celular

La prueba de viabilidad celular fue realizada utilizando el ensayo de viabilidad
con 3-(4.5-dimethylthiazol-2yl)5-(3-carboxymethoxyphenyl)- 2-(4-sulfophenyl)-
2Htetrazoluim (MTS), siguiendo el protocolo del fabricante (Cell Titer 96°
Aqueous One Solution cell proliferation assay kit, Promega, Wisconsin, USA).

Discos de los materiales fueron insertados en placas de 24 pocillos y
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posteriormente 50.000 DPSCs fueron sembradas. El ensayo de MTS fue
realizado después de 3, 7 y 14 dias de cultivo. El ensayo fue realizado en
cuatriplicado (4 muestras por material, por tiempo) en dos experimentos
independientes. La absorbancia fue medida en un lector de placa de Elisa a
490 nm. La viabilidad celular fue determinada calculando el promedio de

absorbancia de las células tratadas con los materiales.

5.4 Andlisis de actividad de la enzima fosfatasa alcalina (ALP).

La capacidad de diferenciacion dentinogénica de las DPSCs fue evaluada
midiendo la actividad de la enzima fosfatasa alcalina (ALP). DPSCs (50.000)
fueron cultivadas en placas de 48 pocillos conteniendo discos de los materiales
durante 7 y 14 dias de cultivo. El ensayo fue realizado en triplicado (3 muestras
por material, por tiempo) en dos experimentos independientes. Una vez
terminado el tiempo de cultivo, se lavaron con PBS y se adicionaron 100 pl de
tampodn de lisis a pH 9.8 (solucién preparada con NP-40 O Triton X-100 (1%),
Tris (0,2 M), MgCI2*6H20 (10 mM), ZnCI2 (1 mM) y 100 mL de agua
desionizada). Se incubaron en frio por 15 minutos y centrifugaron a 4°C
durante 15 minutos a 12000 RPM en centrifuga HERMLE Z216MK para
eliminar cualquier material insoluble. Se recogio el sobrenadante y se mantuvo
en frio. A cada una de las muestras se les agreg6 50 pl de p NPP9 mM en
buffer de reaccion (Tis (5° mM)), MgCI2 (1 mM), ZnCL2 (0,1 mM). Se
agregaron 10 ul de solucion de enzima ALP a cada muestra. Se incubaron las
muestras a 37°C durante 90 minutos protegidas de la luz, en una solucion de
90% etanol y 10% de formaldehido (de concentracion 37%) durante 30
segundos, luego se lavaron con una solucién PBS y se agrego el reactivo en
buffer de reaccion (Anexo n. 3). Las células fijadas se incubaron con fosfato
de p-nitrofenol a pH basico (pNPP, incoloro) durante 20 min a 37 °C, tiempo
durante el cual el pNPP fue desfosforilado en presencia de ALP, liberando p-
nitrofenol, que en condiciones fisiologicas pierde un protdon generando p-

nitrofenolato, de color amarillo. La cantidad de p-nitrofenolato generado es
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directamente proporcional a la actividad de fosfatasa alcalina, y se midio por
absorbancia a 405 nm en un lector de placa ELISA. La actividad de ALP fue
determinada calculando el porcentaje de diferencia de absorbancia entre las

células tratadas con los materiales y las células sin tratar.

6. Anédlisis estadistico

Los datos obtenidos de las pruebas de citocompatibilidad y de diferenciacion
osteogénica fueron tabulados y presentados como promedios +/- desviacion
estandar. Se utilizé el test de Shapiro-Wilk para determinar la normalidad de la
distribucién de los datos de cada material, con el software SPSS Statistics 21.0
(IBM, New York, USA). Los datos se analizaron con ANOVA de uno y dos factores

y post-test HSD Tukey, con un nivel de significancia de p<0,05.
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RESULTADOS

1. Caracterizacion superficial de los materiales con MEB-EDX

Mediante MEB se obtuvieron imagenes de la superficie de los materiales: BD,
BDnVB2%, BdnVB5% y VI (Figura 7).

Figura 7. Imagenes obtenidas con MEB de la superficie de los materiales BD (a, e, i),
BDnVB2% (b, f, j), BDnVB5% (c, g, k) y VI (d, h, ) con aumentos de 100x (a, b, c, d), 500x
(e, f, g, h) y 1000x (i, j, k, I). Las puntas de flecha blancas muestran irregularidades en la
superficie de los materiales BD, BDnVB2% y BDnVB5%. Las puntas de flecha negra
muestran grietas en la superficie de VI.

Las superficies de los discos de BD, con y sin agregado de nVB, se observan similares.
Las cuales presentan irregularidades leves con pequefias porosidades, observables a
magnitudes superiores (500 y 1000X). En cambio, la superficie de VI presenta una

superficie lisa, con grietas visibles con aumentos de 500 y 1000x.

En el analisis elemental EDX (Figura 8), se puede observar la composicion

elemental de los materiales. BD, BDnVB2% y BDnVB5% se componen
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principalmente (>10% en peso) de oxigeno, calcio, carbono, en menor cantidad (1-
10% en peso) de silice, nitrdgeno, con trazas (<1% en peso) de sodio y fosforo. Por
otro lado, VI se compone principalmente (>10% en peso) de oxigeno, carbono y
estroncio, en menor cantidad (1-10% en peso) de aluminio y silice, con trazas (<1%

en peso) de sodio.
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Figura 8. Imagenes representativas obtenidas con MEB acoplada a mapeo composicional
EDX de la superficie de los materiales BD (a, €), BDnVB2% (b, f), BDnVB5% (c, g) y VI (d,
h), su respectivo espectro EDX y tabla con contenido de los elementos.

2. Analisis MEB de adhesion y morfologia de DPSCs sobre los materiales

Mediante MEB se obtuvieron imagenes de la superficie de los materiales: BD,
BDnVB2%, BdnVB5% y VI después de 7 y 14 dias de cultivo con DPSCs (Figura

9y 10 respectivamente).



30

Figura 9. Imagenes obtenidas con MEB después de siete dias de cultivo de DPSCs sobre
la superficie de los materiales BD (a, e, i), BDnVB2% (b, f, j), BdnVB5% (c, g, k) y VI (d, h,
i), a aumentos de 100x, 500x y 1000x. La superficie se observa cubierta por una capa celular
incipiente en BD, BDnVB2% y BDnVB5%. Las puntas de flecha blancas muestran células
aplanadas con prolongaciones citoplasmaticas, caracteristicas de una célula vital. Por otro
lado, las puntas flecha negras muestran una célula de aspecto apoptético: redonda,
contraida en VI.

A los 7 dias de cultivo, se observa la presencia de una capa celular sobre las
superficies de BD, BDnVB2% y BDnVB5% que cubre casi la totalidad de la
superficie, con células aplanadas de aspecto fibroblastico, con mudltiples
prolongaciones. Por otro lado, en VI se observa la superficie del material con
reducida cantidad de células, las cuales a mayores aumentos se observan con
caracteristicas de muerte celular: aisladas, de forma redondeada, con pocas o

inexistentes prolongaciones citoplasmaticas.
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Figura 10. Imagenes obtenidas con MEB después de 14 dias de cultivo de DPSCs sobre
la superficie de los materiales BD (a, e, i), BDnVB2% (b, f, j), BdnVB5% (c, g, k) y VI (d, h,
i), a aumentos de 100x, 500x y 1000x. La superficie se observa cubierta por una capa celular
mas densa en BD, BDnVB2% y BDnVB5%, en comparacion a los observado después de 7
dias (Figura 9). Las puntas de flechas blancas muestran como las prolongaciones
citoplasmaticas se extienden en varias capas celulares. Las puntas de flechas negras
muestran una célula aislada en la superficie de VI.

Después de 14 dias de exposicion, se observa un aumento en la cantidad de
células, formando un tejido organizado sobre la superficie de BD, BDnVB2% y 5%.
En contraste, VI presenta algunas células aisladas sobre la superficie del material,

levemente contraidas y con pocas prolongaciones.

3. Andlisis de viabilidad celular de DPSCs en contacto con los materiales

Los resultados del analisis de viabilidad de DPSCs en contacto con los materiales

evaluados se presentan en la Figura 11.

La viabilidad celular de DPSCs al contacto con los materiales nanocompdsitos

(BDnVB2% y BDnVB5%) no present6 diferencias estadisticamente significativas al
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compararla con BD, en todos los tiempos estudiados. Sin embargo, al compararlo
con el contacto con VI, se observé una mayor viabilidad celular a los 3 dias de cultivo
de BD y BDnVB2% (p=0,016 y p=0,005 respectivamente). A los 7 dias, DPSCs en
contacto con BD, BDnVB2% y 5% presentaron mayores valores de viabilidad celular
en comparacion a VI (p=0,009, p=0,016 y p=0,011 respectivamente). Luego de 14
dias, las DPSCs en contacto con BDnVB2% presentan la mayor viabilidad celular,
estadisticamente diferente a VI (p=0,017), el cual presenté una menor viabilidad en

todos los tiempos.

Absorbancia Relativa (mTs 420 nm)

BD BDnVB2% BDnVB5% VI BD BDnVB2% BDnVB5% 1 BD BDnVB2% BDnVB5% |
Dia3 Dia7 Diald

Figura 11. Viabilidad celular evaluada con MTS en DPSCs expuestos a BD, BDnVB2%,
BDnVB5% y VI por 3, 7 y 14 dias. Los valores son promedios combinados de 2
experimentos (n=4/por experimento), las barras verticales indican desviacion estandar. Los
asteriscos indican diferencias significativas (*=p<0.05, **=p<0.01) entre los grupos de
acuerdo con los resultados de test de ANOVA y post-hoc de Tukey.
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Al analizar los resultados de la actividad de MTS considerando la interaccion de
ambos factores: material y tiempo (ANOVA de 2 factores) se observa que existen
diferencias entre los grupos y existe un aumento de la viabilidad en el tiempo, pero

no existe interaccion entre ambos factores (p=0,53).

4. Analisis de actividad de la enzima fosfatasa alcalina en DPSCs en contacto
con los materiales

Los resultados del analisis de la actividad de la enzima fosfatasa alcalina en DPSCs
en contacto con los materiales se muestran en la Figura 12. Luego de 7 dias de
cultivo, la actividad de la enzima fosfatasa alcalina en DPSCs expuestos a los
nanocompositos (BDnVB2% y BDnVB5%) es estadisticamente mayor que el
control, BD y VI. Luego de 14 dias, la actividad de ALP de BD, BDnVB2% y

BDnVB5% es estadisticamente mayor que en el grupo control y VI.
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Figura 12. Actividad de enzima fosfatasa alcalina en DPSCs expuestos a BD, BDnVB2%,
BDnVB5% y VI por 7 y 14 dias. Los valores son promedios combinados de 2 experimentos
(n=4/por experimento), las barras verticales indican desviacién estandar. Los asteriscos
indican diferencias significativas (*=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001) entre los grupos de
acuerdo con ANOVA vy test post hoc de Tukey.

Al evaluar la interaccion de ambos factores hay diferencia en la actividad tanto entre
los materiales, como en el tiempo (p<0,05), ademas de una interaccion entre los
factores (p<0,05), especificamente en los grupos BD y BDnVB2%, donde hay un
aumento de los valores de actividad a lo largo del tiempo.
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DISCUSION

En el presente trabajo, la incorporacion de nanoparticulas de vidrio bioactivo a un
cemento de silicato de calcio mejor6 su capacidad de inducir diferenciacion
odontogénica, sin generar cambios significativos en la adhesion y viabilidad celular
de DPSCs. Se utilizaron DPSCs para evaluar citocompatibilidad y bioactividad de
los materiales nanocompaositos desarrollados, las cuales se utilizan ampliamente en
estudios in vitro de evaluacidon de materiales dentales. Esto, debido a que su
obtencion no es invasiva (utilizando terceros molares semi-incluidos extraidos) y
permiten recrear una aproximacion de como se comportaran la células de la pulpa
dental al entrar en contacto directo con el material dental y sus componentes (65).
Una de las caracteristicas relevantes de las DPSCs es su potencial de
diferenciacion, la cual puede ser en lineas celulares condrogénicas, adipogénicas y
osteogénicas dependiendo del estimulo (66). Es esta capacidad de diferenciacién
la que le permite a la pulpa dental responder, depositando dentina ante noxas como
el proceso de caries o el trauma dental. Sin embargo, para que esto ocurra la
vitalidad de la pulpa dental, incluyendo la de sus células debe preservarse, por ello

la importancia de evaluar citocompatibilidad en materiales para TPV (67).

La citocompatibilidad de los materiales nanocompédsitos fue evaluada con
microscopia electrénica de barrido y con test de viabilidad celular con MTS, con
contacto directo de los materiales con el cultivo celular de DPSC, ya que es este
tipo de relacion el que se establece en TPV. Ambos analisis determinaron que la
incorporacion de nVB en concentraciones de 2 al 5% a BD no afectan la adhesion
celular, ni viabilidad celular de DPSCs. A la fecha, no existen estudios publicados
gue comparen la citocompatibilidad de compuestos de nVB con BD. Sin embargo,
la viabilidad de las DPSCs en contacto con nVB se ha estudiado incorporandolo a
diferentes vehiculos: adicionado a un hidrogel de alginato (68), en forma de
nanofibras (69) y en andamios de quitosano (70) (69, 71). En estos estudios, de

manera similar a lo observado en el presente trabajo, la presencia de nVB no afectd
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la adhesion y proliferacion de las células, presentando una citocompatibilidad similar

a los controles sin VB.

En las imagenes de microscopia electronica de barrido se observé que las DPSCs
se comportaron de manera similar al estar en contacto con los nanocompadsitos
(nVB/BD) y con BD. Las células estaban aplanadas, formando una capa bien
organizada cubriendo la superficie, con multiples prolongaciones entre las células y
hacia la superficie de los materiales. Similar a lo observado en este estudio, Loison-
Robert, Tassin observaron la superficie de BD irregular, cubierta con granulos y
pequefios cristales (72) sobre los cuales las DPSCs se encontraban estiradas,
aplanadas y con mudltiples prolongaciones citoplasmaticas, caracteristicas que
indican una adhesion efectiva (73). En contraste, la superficie del cemento de VI se
observo lisa y resquebrajada, con las células poco adheridas y en forma aislada y

con aspecto contraido (74).

En el presente estudio las DPSCs sembradas sobre los nanocompuestos,
presentaron una viabilidad similar a las expuestas a BD, sin incorporacion de vidrio
bioactivo. Una reciente revision concluy6é que los cementos en base a silicato de
calcio, incluyendo Biodentine y MTA, han demostrado una excelente
biocompatibilidad en células madre de origen dentario (75). Por otro lado, VI es un
material que es considerado citotdxico, esto se debe a la capacidad del material de
actuar como un reservorio de flior y liberar este al medio (76). La presencia de flGor
en su superficie afecta la sintesis de proteinas y la actividad mitocondrial llevando
las células a apoptosis (77). En estudios recientes en que se ha incorporado nVB a
VI, las células presentaron mejor viabilidad y adhesién en las superficies del material
con agregado de nVB (78) esto podria deberse a que la presencia de hidroxiapatita,
por precipitado sobre nVB, tiene la capacidad de retener los iones de fluor y por lo
tanto disminuir su citotoxicidad (79). En el presente trabajo, el cemento de vidrio
ionomero fue utilizado como un material de referencia, el cual mostré diferencias
con BD y los nanocompasitos con nVB, de menor viabilidad celular y adhesion de
DPSCs.
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En los analisis de actividad de la enzima fosfatasa alcalina, los nanocompadsitos de
BD y nVB presentaron una induccion temprana de la produccién de ALP a los 7
dias, estadisticamente mayor que el material sin nanoparticula, BD. Al dia 14, los
nanocompuestos y BD, presentan un aumento en la actividad de ALP en
comparaciéon al control y VI, sobre todo en la concentracién del 2% (p/p) que
presentd la mayor actividad, indicando que podria ser una concentracién de uso
Optima de acuerdo a los resultados obtenidos en las pruebas de viabilidad celular y
actividad ALP. Esto se puede explicar debido a la probada capacidad de nVB de
inducir diferenciacion osteogénica (80) y odontogénica (81). Se ha demostrado que
iones solubles liberados por nVB promueven la viabilidad, produccion de ALP y
expresion de genes odontogénicos (ALP, RUNx2, OCN) (82). Esta rapida liberacion
de iones solubles, principalmente Si y Ca, da paso a una rapida nucleacion y
cristalizacion de un precipitado inicial de fosfato de calcio amorfo a una capa de
hidroxiapatita policristalina (83). Las DPSCs comienzan la produccién de ALP
aproximadamente a los 7-9 dias de estar en contacto o ante la presencia de
hidroxiapatita (84). Ademas, se ha demostrado que la presencia de calcio en bajas
concentraciones estimula la migracion, proliferacién y diferenciacion de las DPSCs
en lineas odontogénicas, esto se debe a la activacion de receptores sensores de
calcio acoplados a proteina G y la produccion de ALP como consecuencia (85). El
silicato, otro compuesto principal tanto de nVB como Biodentine®, también tiene la
capacidad de inducir la migracion y diferenciacion de las DPSCs, ademas de reducir
la inflamacién de estas (86, 87).

Si bien en las pruebas in vitro realizadas, los materiales nanocompdésitos en base a
BD con nVB han mostrado respuestas celulares favorables, son necesarios estudios
adicionales que establezcan la seguridad del uso de este material para su aplicacion
in vivo. Los resultados de este estudio indican que el nanocompdsito de BD/nVB
podria ser un material promisorio para uso en terapias pulpares vitales, que podria
suponer una mejora en la velocidad de formacién de un puente dentinario y por tanto

de la cicatrizacion y reparacion de la pulpa ante una injuria pulpar.
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CONCLUSIONES

La incorporacién de nVB a la composicién principal de Biodentine® no modifica las
propiedades citocompatibles del material y proporciona una superficie en que las

DPSCs se pueden adherir y proliferar.

La incorporaciéon de nVB a Biodentine® aumenta la actividad de ALP en las DPSCs

y, por lo tanto, la diferenciacion de estas a un fenotipo mineralizante.

La incorporacién de nVB a Biodentine® podria suponer una mejora en la velocidad
de formacion de un puente dentinario y por tanto la cicatrizacién y reparacion de la

pulpa ante una injuria pulpar, sin embargo, se requiere realizar mas estudios.
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Anexos.
Anexo n.l. Sintesis de nVB (nanoparticulas de vidrio bioactivo)
Reactivos:

e Ca(NO3)2 x 4H20

e Etanol 95%

e TEOS (tetra etil orto silicato)
e Acido citrico

e NH4H2PO4

e amoniaco concentrado

e Agua destilada

Procedimiento:

1. Se prepararon tres soluciones:

1.1. Solucién A: Se disolvieron 8.32 g de Ca (NO3)2 x 4H20 en 120 ml de agua
destilada en un vaso precipitado de 250 ml, se dejaron en agitacién con una
barra magnética hasta que se disolvié todo el sélido.

1.2. Solucién B: Se hidrolizaron 9.7 ml de TEOS en 60 ml de Alcohol 96% y se
agrego solucién de acido citrico concentrado hasta estabilizar el pH a 2 en
un vaso precipitado de 100 mL.

1.3.Solucién C: Se disolvieron 0,25 g de NH4H2PO4 en 1200 ml de agua
destilada.

2. Se agrego la solucion B sobre la solucion A y se mantuvo el pH 2 con acido
citrico concentrado.

3. Se agrego por goteo la mezcla de las soluciones A y B sobre la solucion C,
manteniendo siempre el pH en 10 con amoniaco concentrado usando barra
magnética para mantener la agitacion constante en la solucion.

4. Se dejé la solucion final en un bafio de aceite de silicona a 40°C durante 48 hrs,

luego se detuvo la agitacion y se dejé sedimentar por 48 hrs.
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. Se centrifugo y re disperso la suspension con agua destilada mediante 3 ciclos
a 12000 rpm para separar y purificar, se recuperé y traspaso el gel de los tubos
de centrifugado a un tubo Falcon.

. El tubo Falcon fue tapado con parafilm en el congelador a -80 °C y luego
liofilizado.

. La muestra en polvo liofilizada fue traspasada a un crisol de porcelana y llevada
al horno mufla para calcinar a 700°C por 3hrs a velocidad de calentado de
10%min

. Al estar fria la muestra esta fue traspasada a un vial rotulado con el nombre y
fecha de término de la sintesis.

. El polvo obtenido debe ser de fino y de un color blanco.
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Anexo n.2 Protocolo de aislamiento de Células Madre de Pulpa Dental

El momento de la aislacion debe ser lo més cercano posible a la extraccion del

diente, esto es muy importante. Debe ser el mismo dia.

Antes de iniciar el procedimiento, se pesan las enzimas: usamos 1.5 mg de

Colagenasa | y 2mg de Dispasa Il por cada diente a tratar.

1) Los dientes se mantuvieron y transportaron en medio de cultivo alfa-mem
90% suplementado con SFB 10% + 100 ug/mL de penicilina/estreptomicina 1% +
0,25 ug/mL de anfotericina B 1%. La solucion se encontraba a 4°C. Se us6 un frasco

por cada paciente.

2) Se dispuso de tres tubos eppendorf de 2 mL. El primer tubo vacio recibio el
tejido pulpar fragmentado (ver paso 6). El segundo tubo vacio recibié 500 uL de
solucion de 90% alfa-mem + 10% SFB con una concentracion de 3mg/mL de
Colagenasa |, y el tercer tubo vacio recibié 500 uL de solucion de 90% alfa-mem +

10% SFB, con una concentracion de 4mg/mL de Dispasa |l.

3) Los dientes extraidos se limpiaron con gasa y alcohol 70°.

4) Se eliminoé el ligamento periodontal con hoja de bisturi n° 15.

5) Los molares fueron seccionados horizontalmente a nivel de limite
amelodentinario con motor eléctrico y discos carburundum desechables (evitar que

disco toque el tejido pulpar) bajo irrigacion constante con suero fisioldgico estéril.

6) La pulpa dental se extrajo con pinza estéril y fue depositada en el tubo

eppendorf estéril vacio.
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7) El tejido pulpar se corté en fragmentos pequefios (con tijera u hoja de bisturi
estéril).
8) La solucion del segundo y tercer tubo, ya dispuestos con las enzimas, se

llevaron al primer tubo resuspendiendo suavemente.

*Recordar que las enzimas estan en una concentracion de 3 mg/ml (Colagenasa )
y 4 mg/ml (Dispasa Il). Por lo tanto, usamos 500 ul de solucion de cada enzima por
cada diente a tratar. Total en cada tubo con tejido pulpar: 1000 ul.

9) El tubo eppendorf con las enzimas y tejido pulpar se posicionaron en la
bandeja del Roller (o incubadora) y se mantuvieron en agitacion por una hora a

37°C. Como alternativa a esto se puede hacer agitacion manual cada 20 minutos.

10) Se prepararon 2 mL de 90% D-mem + 10% en un tubo falcon de 15 ml (por

cada tubo eppendorf en proceso de digestion).

11) En cada tubo falcon de 15 mL preparado, se diluy6 la solucién de cada
eppendorf en digestion, resuspendiendo suavemente.

12)  Se centrifugaron a 1200 rpm por 5 minutos. Resuspender.

13) Se centrifugaron nuevamente, esta vez a 1200 rpm por 7 minutos.

14)  Se eliminé el medio por volteo.

15) Se sembraron en placas de 35 mm, 80% alfa-mem + 20% suero + 1%

antibiotico (+ 100 ug/mL de penicilina/estreptomicina).

16) Laincubacion de las células se realizé por tres dias. El medio se cambi6 cada

2-3 dias y la placa segun porcentaje de confluencia.



