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RESUMEN

Introduccidn: La caries dental es una de las afecciones mas prevalentes a nivel mundial,
asi como la principal causa de pulpitis; tras la exposicion de la dentina, los tubulos
dentinarios actuan como canales de difusion favoreciendo el acceso de las bacterias
desde la superficie del diente hasta la pulpa. Sin embargo, la pulpa presenta varios
mecanismos de respuesta bdasicos donde las células madre de la pulpa dental (DPSCs),
tienen un rol transcendental debido a su capacidad de proliferacién y de diferenciacion
a odontoblastos, apareciendo asi el concepto de terapia pulpar vital (VPT); que busca
tanto la conservacion de la vitalidad de la pulpa, como su estimulacién para conseguir
la regeneracién del complejo dentino-pulpar. Por lo que parte del éxito de tales
tratamientos, depende de las propiedades de biocompatibilidad y bioactividad

presentadas por los materiales empleados.

Objetivo: El objetivo del presente estudio fue evaluar la biocompatibilidad y
bioactividad de tres materiales basados en silicato de calcio, frente a células madre de

pulpa dental.

Material y Métodos: Los materiales empleados para su andlisis fueron MTA Angelus,
TheraCal PT y Biodentine XP. Para el estudio de las propiedades tanto de
biocompatibilidad como de bioactividad se llevaron a cabo un total de 10 ensayos:
analisis de la viabilidad celular (MTT) (24, 48 y 72 horas), ensayo de migracion celular
(24, 48 y 72 horas), inmunofluorescencia (72 horas), estudio de la morfologia y adhesién
celular a los materiales, espectrometria dispersiva de rayos X (EDX), andlisis de la
liberacién de iones de los materiales (ICP-MS), ensayo de apoptosis/necrosis celular,
anadlisis de la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), evaluacion de la
expresion de marcadores osteo-odontogénicos de las DPSCs (3 y 7 dias), asi como el
andlisis de su potencial de mineralizacién (21 dias). El andlisis estadistico se efectud

mediante ANOVA unidireccional y la prueba post-hoc de Tukey (p < 0,05).

Resultados: Los resultados muestran como TheraCal PT sin diluir presenta una menor
actividad metabdlica celular respecto al control, asi como una menor capacidad de
migracion celular, en cambio MTA Angelus y Biodentine XP reflejan resultados éptimos

semejantes al control. Del mismo modo los mejores resultados en cuanto a adhesién y



morfologia celular fueron los observados para MTA Angelus y Biodentine XP, siendo este
ultimo quien mayor cantidad de calcio mostrd tras el andlisis EDX, y el material con
menor tasa tanto de apoptosis/necrosis celular como de liberacion de especies reactivas
de oxigeno. En cuanto a las propiedades bioactivas, Biodentine XP mostré una
regulacién significativa de los marcadores osteo-odontogénicos, ALP y DSPP, en
comparacion con los grupos control; asi como una formacién de ndédulos calcificados

claramente superior en comparacion con el resto de materiales.

Conclusiones: Los hallazgos del estudio muestran como los materiales basados en
silicato de calcio mejoran las propiedades bioldgicas y el potencial de mineralizacién de
las DPSCs. Especialmente, el nuevo Biodentine XP presenté resultados especialmente
favorables en comparacion con el resto de materiales, aunque semejantes a los
mostrados por MTA Angelus, siendo TheraCal PT el material con resultados ligeramente

inferiores en cuanto a biocompatibilidad y bioactividad.
PALABRAS CLAVE

Bioactividad, citotoxicidad, cementos basados en silicato de calcio, células madre de la

pulpa dental, terapia vital pulpar.
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ABSTRACT

Introduction: Dental caries is one of the most prevalent conditions worldwide, as well
as the main cause of pulpitis; after exposure of the dentine, the dentinal tubule act as
diffusion channels favouring the access of bacteria from the tooth surface to the pulp.
However, the pulp presents several basic response mechanisms where dental pulp stem
cell (DPSCs) play a transcendental role due to their ability to proliferate and differentiate
into odontoblasts, thus giving rise to the concept of vital pulp therapy (VPT), which seeks
both to preserve the vitality of the pulp and to stimulate it to achieve regeneration of
the dentin-pulp complex. Therefore, part of the success of such treatments depends on

the biocompatibility and bioactivity properties of the materials used.

Objective: The aim of this study was to evaluate the biocompatibility and bioactivity of

three calcium silicate-based materials against dental pulp stem cells.

Material and Methods: The materials used for analysis were MTA Angelus, TheraCal PT
and Biodentine XP. For the study of both biocompatibility and bioactivity properties, a
total of 10 assays were carried out: cell viability analysis (MTT) (24, 48 and 72 hours),
cell migration assay (24, 48 and 72 hours), immunofluorescence (72 hours), study of cell
morphology and adhesion to the materials, X-ray dispersive spectrometry (EDX), ion
release analysis of the materials (ICP-MS), cell apoptosis/necrosis assay, analysis of the
production of reactive oxygen species (ROS), evaluation of the expression of osteo-
odontogenic markers of the DPSCs (3 and 7 days), as well as analysis of their
mineralisation potential (21 days). Statistical analysis was performed by one-way

ANOVA and Tukey’s post-hoc test (p < 0,05).

Results: The results show that, compared to the control, undiluted TheraCal PT exhibits
lower cell metabolic activity and cell migration capacity, while MTA Angelus and
Biodentine XP demonstrate results that are similar to the control. Similarly, MTA Angelus
and Biodentine XP produced the best results in terms of cell adhesion and morphology.
The latter showed the highest amount of calcium after EDX analysis and was the material
with the lowest rate off cell apoptosis/necrosis and reactive oxygen species release. In

terms of bioactivity, Biodentine XP significantly regulated the osteo-odontogenic



markers ALP and DSPP compared to the control groups and clearly promoted higher

calcified nodule formation than the other materials.

Conclusions: The study’s findings show calcium silicate-based materials can enhance the
biological properties and mineralisation potential of DPSCs. The new Biodentine XP in
particular showed favourable results, similar to those MTA Angelus, though slightly

lower than TheraCal PT in terms of biocompatibility and bioactivity.
KEY WORDS

Bioactivity, cytotoxicity, calcium silicate-based cements, dental pulp stem cells, vital

pulp therapy.
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Figura 20. Placa preparada para la lectura de absorbancia.
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Figura 21. Proliferacion celular tras la aplicacion de los materiales sin diluir.
Figura 22. Proliferacidn celular tras la aplicacién de los materiales diluidos 1:2.
Figura 23. Proliferacidn celular tras la aplicacién de los materiales diluidos 1:4.

Figura 24. Evolucién de la migracion celular tras la exposicion de las DPSCs a los
diferentes eluatos de los materiales de estudio (1:1, 1:2 y 1:4). El porcentaje de herida
abierta se capturd en intervalos de 24 horas durante 3 dias, en relacién el porcentaje
total de herida abierta a las 0 horas. ** p < 0,01 y *** p < 0,001. Adicionalmente, las

imagenes muestran el area de herida abierta (escala 100 um).

Figura 25. Observacion de la estructura y organizacién del citoesqueleto y el nucleo
celular de las DPSCs mediante microscopia de fluorescencia confocal, tras el cultivo con

los tres materiales de estudio durante 72 horas.

Figura 26. Micrografias tomadas a 100x, 300x y 1500x de la morfologia y adhesién

celular de las DPSCs cultivadas sobre los materiales de estudio.

Figura 27. Espectrometria de los discos de MTA Angelus (A), TheraCal PT (B), y
Biodentine XP (C). En la primera columna se muestran micrografias de la superficie de
los materiales, en la segunda columna aparece el espectro de los elementos detectados

y en la tercera se cuantifican los elementos de cada material por peso y peso atémico.

Figura 28. Analisis de la citometria de flujo de la apoptosis y necrosis celular inducida
por los tres materiales de terapia vital pulpar en DPSCs mediante la tincidn con Anexina-

V-FITC y 7-AAD.

Figura 29. Analisis de la liberaciéon de ROS en presencia de los materiales sobre DPSCs

empleando CM-H,DCFDA. ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Figura 30. Expresiéon de marcadores osteo-odontogénicos por parte de las DPSCs tras su
cultivo junto a los materiales de estudio, y posteriormente analizadas mediante RT-

gPCR. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Figura 31. Resultados de la tincidn con Alizarin Rojo S para el estudio de la formacion de
nddulos mineralizados por parte de las DPSCs cultivadas junto a los materiales y a los

grupos control, analizadas en el dia 21. ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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1. INTRODUCCION

1.1. ANATOMIA DENTARIA

La estructura dental estd compuesta de tres tejidos calcificados: esmalte, dentina y
cemento, que se encuentran rodeando a un cuarto tejido, la pulpa; un tejido conectivo

laxo, carente de mineralizacion, situado en la zona central del diente (Figura 1a) (1).

A nivel embriolégico, el esmalte es el Unico de los cuatro tejidos que procede del
ectodermo; puesto que tanto el cemento, como la dentina y la pulpa, presentan origen
mesodérmico, es por ello que a nivel histofisioldgico y clinico, la dentina y la pulpa son
consideradas como un Unico conjunto, denominado complejo dentinopulpar (Figura 1b),
responsable de la funcion formativa, sensorial, nutritiva y defensiva del diente (2, 3).

Para facilitar la compresion se analizara cada tejido por separado.

&

4 :

O=— Esmalte

{

Figura 1: A, Esquema de los tejidos dentarios. Tomado de Patologia y terapéutica
dental, de Garcia Barbero (2). B, Microfotografia del complejo dentinopulpar. Tomado

de Galler y cols (4).

El esmalte es la parte mds externa del diente. Se trata de una capa acelular situada
alrededor de la corona anatdmica, con un color blanco azulado semitransparente.
Contiene alrededor de un 95% de componente mineralizado de cristales de apatita,
hecho que le hace ser considerado como la sustancia mas dura del cuerpo. Sus dos
principales funciones son: ayudar a la masticacidn y proteger a los tejidos subyacentes
(1,2, 5).
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La dentina es un tejido duro, de color amarillento que posee cierta viscoelasticidad, y
que constituye la mayor parte del diente. Posee una cantidad de material inorganico
cercana al 70%, por lo que es el tejido encargado de darle al diente la rigidez y la forma
necesaria. En cuanto a su disposicion dental, la dentina se encuentra rodeada por el
esmalte a nivel coronal y por el cemento a nivel radicular. Ademas, a nivel interno la

dentina rodea a la cavidad pulpar (1, 2, 6).

El cemento es un tejido carente de vascularizacién e inervacién, de color amarillo opaco,
que se encuentra recubriendo la parte externa de las raices de los dientes. Su principal
funcién es proporcionar fijacidon a las fibras colagenas del ligamento periodontal. Su
contenido mineral es notablemente inferior al del esmalte y la dentina, situandose en

un 65% (1, 2).

La pulpa dental es un tejido blando carente de mineralizacién. Se localiza tanto en la
corona formando parte de la cdmara pulpar, como en la zona radicular en el interior de
los conductos radiculares. Gracias a la pulpa, a través de los fordmenes apicales, el
diente recibe la correspondiente vascularizacidon e inervacién para que las piezas

dentales presenten una correcta vitalidad (1, 4).

1.2. HISTOFISIOLOGIA PULPAR

La pulpa dental esta formada por una combinacién de células, fibras y sustancia
fundamental, asi como por una red de vasos sanguineos y tejido nervioso; la
configuracion de estos elementos varia en funcidn de la region especifica de la pulpa. En
individuos jovenes, la pulpa contiene aproximadamente un 75% de agua y un 25% de
materia orgdanica; proporciones que se ven modificadas con el paso de los afios, debido

tanto a la reduccién del contenido acuoso como al incremento de células (7).
1.2.1. ESTRUCTURA MORFOLOGICA

La pulpa dental madura se divide en cuatro zonas que van desde la dentina hasta la zona
central pulpar, por lo que segin su morfologia se pueden observar las siguientes capas

(Figura 2) (7):
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Capa odontoblastica: es la zona mds externa de la pulpa, se ubica
inmediatamente debajo de la predentina, y posee una linea epitelial que actua
como mecanismo de revestimiento. Entre los componentes de dicha capa se
encuentran los cuerpos celulares de los odontoblastos, los capilares, las fibras
nerviosas y las células dendriticas. Ademas, la capa odontobldstica presenta una
alta especializacién ya que participa en la sintesis y liberacién de los

componentes organicos de la dentina (8).

Capa oligocelular: también llamada zona “acelular” de Weil o capa basal de Weil,
es una zona relativamente libre de células, atravesada por prolongaciones
citoplasmaticas de los fibroblastos, fibras nerviosas amielinicas y capilares (2, 8).
Esta regidn puede no ser visible en aquellos casos en los que la pulpa se haya
formado rapidamente, como por ejemplo en pulpas jovenes; o en casos de

pulpas viejas que poseen altas cantidades de dentina (9).

Zona rica en células: se encuentra justamente bajo la zona oligocelular, esta
compuesta por una mayor cantidad de fibroblastos que la zona pulpar central, y
ademads posee diferentes componentes celulares como los macréfagos vy
linfocitos. En esta zona, se pueden encontrar células mesenquimatosas
indiferenciadas, que en casos de dafios irreversibles en los tejidos, se

desplazaran para sustituir a los odontoblastos (8, 9).

Zona central: estd formada por tejido conectivo laxo que contiene fibras
colagenas y sustancia fundamental, asi como numerosos vasos sanguineos y

nervios, que constituyen la pulpa dental propiamente dicha (7, 8).

Dentina

Predentina =

Capa odontoblastica _WF )
Zona pobre en células —' L i)
= : o Ly

Pulpa central — et LS »

N

\ . e -

Figura 2: Estructura morfoldgica de las cuatro capas de la pulpa dental madura.

Tomado de Vias de la Pulpa de Cohen y cols (9).
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1.2.2. COMPONENTES

La pulpa dental estda compuesta por multiples elementos que influyen en el mecanismo
de respuesta del complejo dentino-pulpar, por lo que a continuacién se pasan a

desarrollar los componentes de los que consta una pulpa dental sana.

1.2.2.1. CELULAS PULPARES

La pulpa dental postnatal estd formada por poblaciones celulares heterogéneas,
responsables de la defensa, mantenimiento y reparacién celular (10). Dentro de dicha
heterogeneidad, los fibroblastos son la estirpe celular predominante, aunque también
destacan otras células como los odontoblastos, macréfagos, células mesenquimales

indiferenciadas, células dendriticas, linfocitos y mastocitos (11).
A. ODONTOBLASTOS

Los odontoblastos son células altamente especializadas que recubren la parte mas
periférica de la pulpa, desde donde emiten prolongaciones citoplasmaticas que se
extienden desde la predentina hasta la dentina. Dichas células presentan una morfologia
y altura variable por lo que sus nucleos se observan de forma escalonada a distintos
niveles, formando una capa “en empalizada” (2, 4, 9). Estas células, tienen como
principal funcion, participar en el proceso de dentinogénesis, tanto en la etapa de
desarrollo dental como en el diente adulto (8). No obstante, los odontoblastos también
tienen otras funciones, como actuar de barrera protegiendo a los tejidos subyacentes
de las bacterias invasoras (11); asi como la produccién de colageno tipo |, sialoproteina

dentinaria, proteoglicanos y fosfatasa alcalina (8).
B. FIBROBLASTOS

Los fibroblastos son las células mas abundantes del tejido pulpar. Se encuentran
distribuidos por toda la pulpa, aunque se concentran a nivel coronal, en la zona rica en
células (2, 9). Los fibroblastos participan tanto en la sintesis y conservacién de las
proteinas de la matriz extracelular, como en la secrecion de proteoglicanos,
glucosaminoglicanos y fibras colagenas tipo | y IlI; por lo que se encargan de asegurar el

recambio de colageno en la pulpa (9, 12, 13).
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C. MACROFAGOS

Los macrdéfagos son células que derivan de los monocitos que circulan por el torrente
sanguineoy al llegar a los tejidos se diferencian en macréfagos. En la pulpa dental dichas
células se situan en la zona central cerca de los vasos sanguineos (2, 9). Los macroéfagos
actuan como células inmunitarias indispensables en el proceso inflamatorio, ya que
participan en la modulacién de la respuesta inmune, en la presentacién de antigenos, y

en procesos de transporte celular como la endocitosis y fagocitosis (14, 15).
D. CELULAS MESENQUIMALES INDIFERENCIADAS

Las células mesenquimales indiferenciadas proceden del ectomesénquima. Son
fundamentales para la funcién a largo plazo del diente, ya que tienen la capacidad de
diferenciarse en otras células como odontoblastos, fibroblastos o macréfagos. Las
células mesenquimales indiferenciadas se localizan tanto en la zona rica en células como
en la propia pulpa central; sin embargo, con los afios, la cantidad de dichas células

disminuye, lo que a su vez reduce el potencial regenerativo de la pulpa (2, 16, 17).
E. CELULAS DENDRITICAS

Las células dendriticas son elementos accesorios del sistema inmune. Actlan como
células presentadoras de antigeno, siendo determinantes en el inicio de la respuesta
inmunitaria. También son fundamentales como nexo entre la respuesta innata y
adaptativa (18, 19). En condiciones normales se localizan en areas préximas a la
predentina, como la capa odontoblastica, pero al recibir estimulos antigénicos, las
células dendriticas migran al centro pulpar para participar en la respuesta inmune (9,

16).
F. LINFOCITOS

Los linfocitos son células de defensa imprescindibles junto con los macréfagos y las
células dendriticas, para el inicio la respuesta celular inmunitaria. En casos de pulpa
sana, predominan los linfocitos T, principalmente los del subgrupo T8; siendo la
cantidad de linfocitos B muy escasa ante la ausencia de inflamacién pulpar, en cambio,
ante procesos inflamatorios el niumero de linfocitos B se presenta notablemente

elevado (2, 9).
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G. MASTOCITOS

Los mastocitos son células que rara vez se observan en la pulpa en situaciones de
normalidad, pero que se pueden activar ante reacciones inflamatorias, liberando de sus
granulos, principalmente histamina, que actia como mediador de la respuesta

inflamatoria (9, 20).

1.2.2.2. FIBRAS DE LA PULPA DENTAL

En la pulpa dental se encuentran tres tipos de fibras: coladgenas, elasticas y reticulares;
siendo predominantes las fibras colagenas de tipo |, seguidas, aunque en menor medida,
por las de tipo lll; ambas localizadas en la zona apical pulpar. En cambio, las fibras
eldsticas, se concentran principalmente alrededor de las paredes de los vasos
sanguineos aferentes; y por ultimo, las fibras reticulares se observan especialmente en

pulpas jovenes (2).

1.2.2.3. SUSTANCIA FUNDAMENTAL

La sustancia fundamental de la pulpa dental estd compuesta principalmente por
proteoglicanos, y en menor medida por glucosaminoglicanos, colageno, elastina,
interleucina-1 y fibronectina (21). Sus funciones son proporcionar soporte a los

componentes celulares y facilitar el transporte de nutrientes (2).

1.2.2.4. VASCULARIZACION SANGUINEA Y LINFATICA

La pulpa es un tejido con una alta vascularizacién sanguinea procedente principalmente
de la arteria maxilar (16). En condiciones fisioldgicas normales, las arteriolas acceden a
la pulpa a través de los foramenes apicales y una vez alcanzan la zona central se
ramifican hacia los cuernos pulpares, dando lugar a un extenso plexo capilar
subodontoblastico; donde algunos capilares pueden llegar a extenderse entre los
odontoblastos y llegar a la zona de la predentina. Finalmente, el flujo sanguineo pasa de
los capilares a las vénulas produciéndose el intercambio de sustancias (2, 7, 21, 22). No
obstante, en la pulpa dental no solo existe vascularizacidén sanguinea, sino que también
se produce irrigacién linfatica. De este modo, pequeinos vasos se unen en uno o dos mas

grandes que salen de la pulpa por los foramenes apicales (2).
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1.2.2.5. INERVACION

Las fibras nerviosas acceden a la pulpa dental a través de los fordmenes apicales o de
los canales accesorios. Estas fibras proceden de las fibras aferentes del trigémino y de
las ramas simpaticas del ganglio cervical superior, por lo que aportan tanto la inervacién
sensitiva como auténoma al diente. Intervienen fibras C, amielinicas, y en menor medida
las fibras A, mielinicas (2, 16, 23, 24). La distribucion de las fibras Ay C varia en funcién
de lazona del diente. Asi, las fibras A se suelen localizar en los cuernos pulpares mientras

que las C, se ubican mayoritariamente en la pulpa central (2, 16).
1.2.3. MECANISMO DE RESPUESTA

Como se ha desarrollado anteriormente a lo largo de los componentes de la pulpa, dicho
tejido presenta una alta vascularizacién e inervacion. Sin embargo, al estar encapsulada
por el esmalte y la dentina, posee una baja distensibilidad (25). Se trata de un tejido
vulnerable ante infecciones e inflamaciones bacterianas. No obstante, dispone de
mecanismos de defensa, como el aumento de la presidn tisular interna en la cdmara
pulpar, que produce la salida de fluido a través de los tubulos dentinarios que hayan

resultado expuestos, protegiendo a la pulpa de la entrada de sustancias nocivas (26-28).

Aunque la inflamacién pulpar puede activarse como respuesta a agentes bacterianos,
fisicos o quimicos; los estudios han demostrado que las bacterias son fundamentales
para que se desencadene el proceso inflamatorio (21). Su via de acceso principal es por
medio de caries y filtraciones marginales; no obstante, existen otras vias como son los

traumatismos, las anomalias dentales, y la iatrogenia dental (16, 29).

Actualmente, la caries dental es una de las afecciones mas prevalentes a nivel mundial,
asi como la principal causa de pulpitis (30). Una vez se rompe la integridad del esmalte,
se produce una exposicién de dentina, donde los tubulos actian como canales de
difusion, favoreciendo el acceso de las bacterias, desde la superficie del diente hasta la
pulpa (31). Si no se controla la proliferacién bacteriana se pueden desencadenar cuadros

de pulpitis, necrosis y periodontitis apical (30, 32).
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No obstante, como mecanismo de respuesta para proteger a la pulpa frente a la invasién
bacteriana, tienen lugar tres reacciones basicas: esclerosis tubular, dentinogénesis

terciaria y reacciones inmuno-inflamatorias (9).

1.2.3.1. ESCLEROSIS TUBULAR

La esclerosis tubular es la reaccidén defensiva mas comun del complejo dentino-pulpar.
Consiste en la disminucidn progresiva de la permeabilidad tubular, debido al depdsito
centripeto de una combinacidn de cristales de apatita y fibras colagenas dentinarias a lo
largo de los tubulos dentinarios. De este modo se consigue aislar la pulpa de la invasién

bacteriana (2, 4, 33, 34).

1.2.3.2. DENTINOGENESIS TERCIARIA

La dentinogénesis terciaria es un proceso a partir del cual se forma dentina terciaria, a
través de una serie de eventos moleculares, entre los que se encuentran las vias de
sefializacion celular de la familia MAPK, TFG-B/Smad, NF-kB, Wnt-Catenina vy
PI3K/AKT/mTor. Dichas vias participan tanto en el mecanismo de diferenciacion de las
células madre pulpares, como en la dentinogénesis terciaria (35). Asi, tienen un
destacado papel en la induccion de la actividad secretora de los odontoblastos,
formando un tejido mineralizado que actua de barrera en la interfase pulpo-dentinaria,
cuyo espesor es directamente proporcional a la intensidad y duracion del estimulo

(Figura 3) (2, 4, 21, 36, 37).

Carious dentine

Figura 3: A, Imagen histoldgica de una caries moderada, con dentina desorganizada y
pérdida de la estructura tubular en la zona cariada. B, Barrera pulpo-dentinaria

formada por dentina terciara. Tomado de Conrads y About (38).
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En funcién de la intensidad del estimulo, se pueden distinguir dos tipos de dentina
terciaria (Figura 4). En caso de estimulos leves se formard dentina terciaria reaccional o
reactiva, caracterizada por presentar una estructura tubular altamente organizada,
sintetizada por los odontoblastos supervivientes a la agresién; si por el contrario el
estimulo es mas intenso, y conlleva el daifio o la destruccién de los odontoblastos, se
formara una dentina reparativa atubular con una estructura mas amorfa, producida a

partir de neodontoblastos o células odontoblastoides (2, 4, 37).
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Figura 4: Imagen esquematica de la formacién de dentina terciaria. (35).

Sin embargo, pueden haber casos en los que la sintesis de dentina terciaria no sea
suficiente y las bacterias consigan destruirla, llegando a la pulpa y desencadenando una

reaccion inflamatoria mas intensa (38).

1.2.3.3. REACCIONES INMUNO-INFLAMATORIAS

Tras la progresion de la caries hacia el tejido pulpar, se producen una serie de cambios
en la microflora oral que hacen que la composicién de la biopelicula bacteriana cariosa
evolucione y se adapte a un ambiente mas anaerdébico, por lo que disminuyen las
bacterias Gram positivas y aumentan las Gram negativas. Ademas, se produce una
liberacion de algunas toxinas bacterianas como el lipopolisacarido o el acido lipoteicoico
(LTA) que impulsan la reaccidn inflamatoria (39-41). Sin embargo, la pulpa cuenta con
un conjunto de células inmunes que la hacen estar preparada para su proteccidn,
desencadenando respuestas inmunes efectivas contra patdgenos invasores; estas

respuestas pueden ser innatas o adaptativas (32, 42). El momento exacto en el que
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comienza una u otra respuesta no se conoce con exactitud, aunque hay autores que
determinan que mientras exista una separacién de al menos dos milimetros de dentina
sana entre la caries y la pulpa, la inflamacién sera reversible y la respuesta inmunitaria
innata sera suficiente para la proteccién de la pulpa. Si la lesion se encontrase mas
avanzada el proceso seria irreversible y se activaria la respuesta adaptativa (21, 43). No
obstante, hasta que la invasidn bacteriana no se encuentra a aproximadamente 0,5 mm

de la pulpa no se detecta un nimero destacado de células inflamatorias (44).

En aquellos casos en los que la pulpa se encuentra inflamada, las células
inmunocompetentes que se observan son principalmente: linfocitos T y B, leucocitos
polimorfonucleares, células plasmaticas, células dendriticas, células NK, monocitos-
macréfagos y odontoblastos; son estos ultimos los primeros en entrar en contacto con
los antigenos bacterianos de la caries (21, 43). Los odontoblastos participan en la
activacion tanto de la respuesta innata como adaptativa de la pulpa; sin embargo, para
su activacién previamente se tiene que producir el reconocimiento del patégeno por
parte de las células pulpares. Dicho reconocimiento se produce gracias a los patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMP) que son detectados por receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) ubicados en la interfaz pulpo-dentinaria. Destacan
los receptores tipo Toll (TLR), fundamentales para que se desencadene la respuesta
inmunitaria innata, ya que participan en la deteccidon de bacterias Gram positivas (TLR-
2) y Gram negativas (TLR-4); ademads dichos receptores también controlan el inicio de la

respuesta adaptativa (39, 42, 45).
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1.3. CELULAS MADRE

Las células madre (CMs) son células indiferenciadas, escasas en la mayoria de los tejidos,
pero con gran potencial clonogénico. Dichas células se encuentran presentes en las
etapas embrionaria, fetal y adulta. Las CMs se caracterizan por su capacidad tanto de
autorrenovacion, como de diferenciacion en multiples linajes celulares; por lo que se

establece la siguiente clasificacién en funcion de su potencial de diferenciacion (46-50):

- Células madre totipotentes u omnipotentes: son el tipo de células mas
indiferenciadas que existe, tienen la capacidad de dividirse y diferenciarse en
cualquier célula del organismo, pudiendo formar tejidos tanto embrionarios

como extraembrionarios.

— Células madre pluripotentes: son células que tienen la capacidad para
diferenciarse en las 3 capas germinales (ectodermo, endodermo y mesodermo)

dando lugar a todos los 6rganos y tejidos del cuerpo.

— Células madre multipotentes: son aquellas que solo se pueden diferenciar en
células de una misma capa germinativa; destacando dentro de este grupo las

células mesenquimales.

— Células madre oligopotentes: son células cuya capacidad de autorrenovacién y
diferenciacién es mucho mas limitada, y solo pueden generar varios tipos

celulares dentro de un tejido especifico.

— Células madre unipotentes: su capacidad de diferenciacién esta muy limitada,

por lo que solo pueden diferenciarse en un Unico tipo celular.
1.3.1. CELULAS MADRE MESENQUIMALES

Las células madre mesenquimales (CMMs) o células mesenquimales estromales (MSC)
son células con una morfologia similar a la de los fibroblastos, que pertenecen a la
categoria de células multipotenciales. Entre sus caracteristicas (Figura 5) destacan tanto
la capacidad de autorrenovacion como el potencial de diferenciacidn a otras células de
su mismo linaje celular (51, 52). No obstante, existen algunos autores que han

informado sobre otra caracteristica, como es la posibilidad de conversion de CMMs en

26



células de otros linajes no relacionados, mediante el proceso de transdiferenciacién (51,

53, 54).
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Figura 5: Caracteristicas de las células madre mesenquimales. (51).

Las células madre mesenquimales fueron identificadas y aisladas por primera vez en la
médula ésea (55). Actualmente se han logrado aislar diversas fuentes celulares en otros
tejidos como, por ejemplo: el tejido adiposo (56), el corddn umbilical (57), el liquido
amnidtico (58) o los tejidos dentales (59). Debido a su facil aislamiento y a su
multipotencialidad, las células madre mesenquimales son consideradas células de un
alto potencial terapéutico, siendo ampliamente utilizadas en dmbitos de medicina

regenerativa y terapia celular (60-62).

Debido al creciente uso de dichas células por parte de los investigadores, el Comité de
Células Madre Mesenquimales y de Tejidos de la Sociedad Internacional de Terapia

Celular (ISCT), establecid 3 criterios minimos para identificar a las CMMs humanas (63):
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- Adhesion al plastico en condiciones estandar de cultivo.

- Al menos el 95% de las CMMs deben expresar CD73, CD90 y CD105, pero no
expresar CD11b o CD14, CD19 o CD79a, CD34, CD45, ni HLA-DR.

- Diferenciacion en condiciones estandar in vitro a osteoblastos, adipocitos y

condroblastos.

1.3.2. CELULAS MADRE PROCEDENTES DE LA REGION ORAL Y
MAXILOFACIAL

Las células madre de la regidn oral y maxilofacial, siguen los criterios establecidos por la
ISCT para ser identificadas como células madre mesenquimales; asi pues, también

presentan propiedades de autorrenovacion y multidiferenciacién (64, 65).

Dentro del grupo de células madre orales y periorales (Figura 6), existen trece tipos de

células madre, que pueden ser agrupadas en cuatro categorias (64, 66, 67):

- Tejidos dentales:

o Células madre de la pulpa dental (DPSCs).

o Células madre del ligamento periodontal (PDLSCs).

o Células madre de dientes deciduos exfoliados (SHED).
o Células madre de la papila apical (SCAP).

o Células madre del foliculo dental (DFSCs).

o Células madre del germen dental (TGPCs).

— Mucosa oral de revestimiento:

o Células madre del tejido oral epitelial (OESCs).

o Células madre derivadas del tejido gingival (GMSCs).

- Tejidos dseos orofaciales:
o Células madre derivadas de la médula 6sea de los huesos orofaciales

(OBMSCs).

o Células madre derivadas del periostio (PSCs).
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— Otros tejidos:
o Células madre derivadas de las glandulas salivales (SGSCs).
o Células madre del tejido adiposo (ADSCs).

o Células madre de la membrana de Schneider (SMCs).

DPSCs SHED

Figura 6: Localizacion de células madre procedentes de la regidn oral y maxilofacial.
Tomado de Stem cells in dentistry--part I: stem cell sources. J Prosthodont Res, Egusa H,

Sonoyama W, Nishimura My cols. (67).

1.3.2.1. CELULAS MADRE ORIGINARIAS DE LA PULPA DENTAL

Las primeras células madre procedentes del tejido dental que fueron aisladas e
identificadas, fueron las células madre originarias de la pulpa dental de terceros molares
humanos impactados (59). Estas células incluyen entre sus cualidades la
autorrenovacion, la eficiencia clonogénica y la capacidad de multidiferenciacion a
ciertas lineas celulares (68), como: osteoblastos, cementoblastos, odontoblastos,
condrocitos, adipocitos, miocitos, endoteliocitos, pericitos, hepatocitos y células

neuronales (69-72).

Las DPSCs, probablemente debido a su localizacion en el nicho perivascular y a que
tienen su origen en la cresta neural, poseen propiedades neurovasculares Unicas, por lo
gue presentan un gran potencial terapéutico para ser utilizadas en ciertas enfermedades

neurodegenerativas como el Alzheimer o el Parkinson (73-78).

No obstante, una de las principales funciones de las células madre pulpares es la

capacidad de generar tejido dental funcional, ante estimulos nocivos, de modo que las
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células pulpares migran hacia el tejido danado y comienzan su diferenciaciéon en
odontoblastos dando lugar a la regeneracién del tejido dentino-pulpar (79, 80), como

ha sido demostrado por Gronthos y cols. (59, 68).

Al igual que ocurre con las células madre mesenquimales, y aunque el ISCT propuso una
serie de marcadores celulares que debian expresar todas las células madre
mesenquimales, actualmente no existe ningin marcador de superficie que ayude a la
identificacion exclusiva de las DPSCs. Ademas, existe cierta controversia entre los
investigadores, respecto a las variantes de marcadores celulares que presentan dichas
células, por lo que a continuacién se enumeran algunos de los que han sido reportados:
CD10, CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD 106, CD146, CD 166, CD271 y STRO-1;
no obstante, no es necesario que las células madre pulpares expresen todos estos
marcadores, incluso pueden llegar a expresar algunos de ellos en distintas proporciones

(80-83).

1.4. TERAPIA VITAL PULPAR

El concepto de terapia vital pulpar (VPT) intenta abordar uno de los temas mas
controvertidos en odontologia, como es qué tratamiento realizar cuando a pesar de
estar la pulpa vital, se producen caries profundas, exposiciones pulpares o

traumatismos, que comprometen al complejo dentino-pulpar (44, 84).

La pulpa generalmente, estd amenazada por microorganismos capaces de provocar
procesos inflamatorios, como la pulpitis, que si no se tratan pueden progresar
provocando la muerte de los odontoblastos, y acabar provocando cuadros irreversibles
gue desemboquen en necrosis pulpar (29, 85). Sin embargo, si se controla la inflamacién
y se elimina el estimulo nocivo, el complejo dentino-pulpar, tiene capacidad para
estimular procesos tanto reparativos como regenerativos capaces de restablecer la

homeostasis tisular (29, 42, 86).

Por ello, la conservacion de la vitalidad pulpar es fundamental para la viabilidad de las
piezas dentales, ya que el tejido pulpar ademds de actuar como fuente de

vascularizacidn, posee propiedades propioceptivas, defensivas y de desarrollo (87, 88).
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A pesar de que actualmente un diente sin pulpa se puede conservar en la arcada durante
un largo periodo de tiempo (87), se han producido notables avances acerca de la
respuesta defensiva del complejo dentino-pulpar ante estimulos nocivos, como la caries,
que llevan a desarrollar otras alternativas mas conservadoras que el tratamiento
endododntico, siendo la terapia pulpar vital uno de los tratamientos minimamente

invasivos que mayor interés ha despertado (89).

La terapia vital pulpar tiene como objetivo la conservacion y proteccién del tejido pulpar,
ya que su presencia es transcendental para que las células madre pulpares se
diferencien en células similares a odontoblastos, responsables de promover la
reparacion de los tejidos adyacentes; por lo que dicho tratamiento pretende inducir la
capacidad regenerativa natural de la pulpa, para asi lograr mantener la vitalidad pulpar

e intentar frenar la progresién de la inflamacién (29, 30, 87, 90, 91).
1.4.1. DIAGNOSTICO

Una parte trascendental para el éxito del tratamiento conservador de la pulpa, depende
del diagndstico, y este en gran parte esta relacionado con el proceso inflamatorio pulpar.
Sin embargo, actualmente no existen pruebas diagndsticas disponibles comercialmente
para la deteccion cuantitativa de los niveles de inflamacidn e infeccién, que ayuden a
confirmar si la inflamacién pulpar es o no reversible (90, 92). No obstante, autores como
Zanini han publicado investigaciones acerca de la presencia de una serie de
biomarcadores inflamatorios, que pueden ayudar al desarrollo de nuevas pruebas

diagndsticas mas precisas, basadas en métodos moleculares (92, 93).

A pesar de ello, actualmente la Sociedad Europea de Endodoncia (ESE), recomienda para
el adecuado diagnéstico de la pulpitis, una exhaustiva historia y examen clinico del dolor
junto con radiografias periapicales y pruebas de sensibilidad. De este modo, se asocia la
pulpitis irreversible con episodios de dolor espontaneos e irradiados que se mantienen
tras eliminar el estimulo; y en cambio, considera la pulpitis como reversible, cuando es

asintomatica o presenta episodios de dolor de corta duracién y menor intensidad (89).

Actualmente, existen estudios que demuestran una alta correlacién entre el diagnéstico
clinico y el estado histoldgico pulpar, sobre todo para los casos de pulpa sana y de

pulpitis reversible, por lo que el prondstico de la terapia vital pulpar en estos casos sera
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mas favorable (94). Sin embargo, autores como Wolters, afirman que existe tejido
inflamado reversiblemente en pulpas que han sido diagnosticadas con inflamacidn
irreversible. Se propone un nuevo sistema de diagndstico que clasifica la pulpitis en:
inicial, leve, moderada o severa; y en funcion de ello establece que tratamientos realizar
para ser lo menos invasivo posible, y asi poder mantener la mayor cantidad de tejido
pulpar vital con potencial de sanar (95). Aun asi, la decision final sobre que tratamiento
realizar debe ser intraoperatoria, tras la observacion de la parte mas profunda de la

dentina y el posible tejido pulpar expuesto (96).
1.4.2. PROCEDIMIENTOS

Los procedimientos que abarcan la terapia vital pulpar tienen como fin, bajo una
estrategia conservadora y minimamente invasiva, crear un medio éptimo que ayude a
la pulpa a conservar su vitalidad y a estimular la reparacién del complejo dentino-pulpar;

tras la eliminacion del tejido infectado (92, 97).

Clinicamente, los tratamientos que engloba la VPT se pueden dividir en dos grupos:
técnicas indirectas (recubrimiento pulpar indirecto), y técnicas directas (recubrimiento

pulpar directo, y pulpotomia total o parcial) (Figura 7).

Recubrimiento pulpar Recubrimiento pulpar
indirecto directo

Pulpotomia

Figura 7: Procedimientos de terapia vital pulpar. D = dentina, P = Pulpa, CM = Material
de recubrimiento, F = Obturacion. Tomado de Vital pulp therapy-current progress of

dental pulp regeneration and revascularization. Int J Dent, Zhang W, Yelick PC. (87).

El recubrimiento pulpar indirecto se utiliza generalmente en casos de cavidades

profundas, préximas a la pulpa, que no llegan a mostrar exposicidn pulpar. En cambio,
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el recubrimiento pulpar directo se realiza cuando existe pulpa vital asintomatica
expuesta, ya sea debido a la propia preparacién de la cavidad para eliminar la caries o
por traumatismos (98). Por otro lado, en dientes que presentan pulpitis graves o
exposiciones pulpares contaminadas, se recomienda la realizacion de la pulpotomia
(total/parcial). En estos casos, se produce una eliminacion de tejido pulpar infectado,
gue puede ser parcial, cuando tras eliminar 2-3 mm del tejido pulpar se logra controlar
el sangrado en un periodo de tiempo préximo a los 5 minutos; en cambio, si no se logra,
serd necesario la realizacidon de la pulpotomia total. Finalmente, si no se consigue la

hemostasia, se llevara a cabo el tratamiento de conductos (92, 98).

Tras la eliminacion de los irritantes del tejido, existen ciertos factores que pueden
mejorar el prondstico de los procedimientos realizados como: la desinfeccion de los
tejidos con hipoclorito de sodio o clorhexidina (89, 99), el mantenimiento de un campo
de trabajo lo mas estéril posible, incluyendo el uso de dique de goma (98), y finalmente

la eleccidn de un material con éptimas propiedades bioldgicas y fisico-quimicas (87).
1.4.3. MATERIALES

Una parte importante del éxito de los procedimientos llevados a cabo en la terapia vital
pulpar esta influenciado por el material empleado y sus propiedades (29). Durante anos
el hidréxido de calcio fue considerado como el material de referencia en los
tratamientos de VPT. Sin embargo, los estudios han puesto en evidencia ciertas
limitaciones que incluyen defectos de sellado, alta solubilidad, falta de adhesién e
inflamacidn de la superficie pulpar; factores que han demostrado comprometer las tasas

de éxito a largo plazo de los tratamientos (98, 100).

Hoy en dia, tanto la ESE como la AAE (Asociacion Americana de Endodoncistas),
coinciden en sefialar a los materiales basados en silicato de calcio como lo nuevos “gold
standard” a emplear en la terapia vital pulpar (89, 101). De este modo, el hidréxido de
calcio esta siendo desplazado por nuevos materiales que muestran resultados clinicos
mas predecibles junto con una alta biocompatibilidad y bioactividad, que permiten la
formacién de puentes de dentina de mayor calidad y con mejor capacidad de sellado

(98, 102).
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Actualmente, se considera que el material ideal debe presentar principalmente tres
caracteristicas: biocompatibilidad, bioactividad y capacidad de sellado (88, 103). No
obstante, existen también otras propiedades claves como la capacidad antiinflamatoria,

el manejo, el tiempo de fraguado o la radiopacidad (29).

El agregado trioxido mineral (MTA) fue el primer material basado en silicato de calcio
utilizado en los tratamientos pulpares. Dicho material posee excelentes propiedades de

biocompatibilidad y bioactividad, asi como una adecuada capacidad de sellado (97, 104).

Sin embargo, algunos inconvenientes como su potencial de decoloracion, el largo
tiempo de tiempo de fraguado y la dificil manipulacién, han provocado la realizacién de
multiples modificaciones sobre su composicién tradicional, dando lugar a nuevos
materiales como el MTA Angelus, un material con menor tiempo de fraguado y mejor

manejo (97, 105-107).

A pesar de la aparicion de nuevas formulas de MTA, durante las Ultimas dos décadas han
aparecido numerosos cementos basados en silicato de calcio (CSCs), que han intentado
mejorar las propiedades del MTA, entre los cuales se encuentra Biodentine y TheraCal

(97, 108).

Por un lado, Biodentine, es un cemento a base de silicato tricalcico, con menor
radiopacidad que el MTA pero que mejora ciertas propiedades como el tiempo de
fraguado, la manipulacién, y el potencial de decoloracién (98, 109, 110). Actualmente,
existen estudios que muestran una eficacia clinica similar entre Biodentine y MTA, por
lo que Biodentine es considerado una alternativa real como material en la terapia vital

pulpar (111, 112).

El TheraCal es un cemento fotopolimerizable de silicato de calcio modificado con resina,
con una alta capacidad de sellado, que tenia como fin mejorar la adhesion de los
cementos a la restauracion final. Sin embargo, dicho material presenta dos grandes
limitaciones: un potencial de remineralizacién muy inferior a otros materiales (109, 113,
114); y la presencia de cuadros de citotoxicidad pulpar (114, 115) debido a la existencia
de mondmeros de resina que permanecen sin polimerizar (116). Por ello,
recientemente, se incorporé al mercado el TheraCal PT, un nuevo material con

polimerizacién dual que tiene como objetivo mejorar las propiedades de su predecesor.
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Hoy en dia, a pesar de que existen estudios que confirman la mejora de dichas
propiedades, sigue siendo necesario la realizacién de mas ensayos clinicos con dicho

material (117).

A pesar de los distintos CSCs comercialmente disponibles, la mayoria de autores
coinciden en la necesidad de un mayor nimero de investigaciones a largo plazo, para
confirmar a los nuevos materiales como alternativas reales en los tratamientos de

terapia vital pulpar (97, 98, 106, 109).

1.5. CONCEPTOS DE BIOCOMPATIBILIDAD Y BIOACTIVIDAD

Los materiales empleados en VPT, requieren unas propiedades bioldgicas especificas
que ayuden a crear un medio favorable para la reparacion del complejo dentino-pulpar,
ya que se encuentran en contacto directo o indirecto con el tejido pulpar (118). Por lo
qgue idealmente, los materiales deben presentar caracteristicas tanto de
biocompatibilidad como de bioactividad, que estimulen la migracion, proliferaciéon y
diferenciacién osteogénica de las células (119). La evaluacién de dichas propiedades
antes de su uso clinico es transcendental, y para ello son empleadas las células madre
procedentes de la pulpa dental, debido a su capacidad de diferenciaciéon en células

similares a odontoblastos que participan en la reparacién del tejido pulpar (118).

El concepto de biocompatibilidad hace referencia a la capacidad de un biomaterial para
realizar su funcién sin provocar efectos indeseables en el tejido (120). Este es un factor
muy a tener en cuenta, ya que la superficie de los materiales, es la parte que se
encuentra en intimo contacto con los tejidos vivos adyacentes. De este modo si la
superficie quimica no presenta caracteristicas de biocompatibilidad pueden ocurrir

efectos adversos en la interfaz célula-biomaterial (121).

Para tratar de evitar danos locales o sistémicos sobre los tejidos, existen una gran
variedad de métodos de ensayo que evallan los posibles efectos bioldgicos adversos,
asegurando la biocompatibilidad de los materiales antes de su comercializacién.
Ademads, existen normas internacionales que establecen criterios para la evaluacion de
seguridad de los materiales dentales (ISO 10993 e ISO 7405); siendo la prueba de

citotoxicidad mas comun el analisis de la viabilidad celular (122).
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Otra propiedad esencial en los materiales empleados para la terapia vital pulpar, es la
bioactividad que muestran para la reparacién de los tejidos. Asi, estos materiales deben
favorecer el depdsito de una capa superficial similar a la hidroxiapatita (118), es por ello
que a través de la liberacién de iones calcio e hidréxido, favorecen: la proliferacion y
diferenciacién celular, la cicatrizacién de heridas y la formacion de un puente dentinario

que ayuda a mantener la vitalidad pulpar (123).

Los estudios existentes destacan principalmente dos métodos para determinar la
bioactividad de un material, por un lado, el mds comun y utilizado, ha sido la medicién
de la expresién de marcadores osteo-odontogénicos, utilizando la reaccién en cadena
de la polimerasa cuantitativa en tiempo real con transcriptasa inversa (RT-qPCR). No
obstante, también se han empleado otros métodos de ensayo como el andlisis de la

formacién de depdsitos de calcio mediante la tincién de Alizarin Rojo S (119, 124).

En general, se puede concluir que tanto la biocompatibilidad como la bioactividad de los
cementos basados en silicato de calcio se observa principalmente en las interacciones
con los tejidos circundantes (97), por lo que en este punto es donde se deben centrar
las investigaciones para analizar, tanto los actuales, como los futuros materiales

empleados para tratamientos de terapia vital pulpar.
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2. OBIJETIVOS

Objetivo principal:
Evaluar la biocompatibilidad y bioactividad de tres materiales basados en silicato de

calcio, frente a células madre de pulpa dental.

Objetivos especificos:

e Determinar la viabilidad celular de las células madre pulpares tras el contacto con
los materiales seleccionados para el estudio, asi como observar su respuesta ante

una herida mediante la migracion celular.

e Analizar la morfologia y adhesién celular de las células madre pulpares cuando se

encuentran en contacto directo con los materiales del estudio.

e Caracterizar la composicién de las superficies de los materiales de estudio, y

comparar la liberacion de compuestos en solucion salina de pH fisioldgico.

e Establecer el porcentaje de células pulpares tanto vivas, como apoptdticas
tempranas y necréticas apoptoticas tardias; tras la aplicacion de los materiales
seleccionados, asi como determinar las especies reactivas de oxigeno producidas

tras la aplicacidn de los distintos materiales.

e Examinar la expresidon de marcadores osteo-odontogénicos y evaluar la formacién
de depdsitos cdlcicos en las células madre de la pulpa dental expuestas a los

materiales de estudio.

e Establecer diferencias en cuanto a la composicidén de los materiales y su implicacién

en la biocompatibilidad y bioactividad que poseen.
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3. MATERIAL Y METODOS

El presente estudio ha sido aprobado por el Comité de Bioseguridad en Experimentacion
de la Universidad de Murcia (Anexo 1) y por la Comisién de Etica de Investigacién de la

Universidad de Murcia (Anexo Il).

Los materiales basados en silicato de calcio utilizados para terapia vital pulpar
examinados en este estudio fueron MTA Angelus®, TheraCal PT® y Biodentine XP®, cuyas

caracteristicas se especifican en la Tabla 1.

Tabla 1: Caracteristicas de los materiales empleados.

) NUMERO
MATERIAL FABRICANTE COMPOSICION
DE LOTE
Silicato tricalcico, silicato
Angelus, s . .
MTA Angelus® . dicalcico, aluminato tricalcico, 69755
g Londrina, PR, L )
. 6xido de calcio y tungstato de
Brasil .
calcio.
. Cemento SG-Mix, bisfenol A-
Bisco Inc. L. . .
TheraCal PT® glicidil metacrilato (Bis-GMA), | 2300002964
Schaumburg, IL, . .
circonato de bario, fluoruro de
EE.UU. ) L
iterbio e iniciador.
- Polvo: silicato tricalcico,
o6xido de circonio, 6xido de
) ) SEPTODONT, calcio, carbonato de calcioy
Biodentine XP® | g4int Maur des oxidos de hierro. B31376AA
Fossés, Francia - Liquido: cloruro calcico,
policarboxilato 'y agua
purificada.

A continuacion, se describen los procedimientos que se llevaran a cabo para evaluar
tanto la biocompatibilidad como la bioactividad de dichos materiales sobre células
madres de la pulpa dental de diente permanente. Todos los procedimientos se
realizardn en una cabina de seguridad Telstar BIO Il A (Telstar, Terrasa, Espaifa) (Figura

8) cumpliendo con las condiciones de esterilidad y bioseguridad.
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Figura 8. Cabina de seguridad Telstar BIO Il A.
3.1. DESCONGELACION DE CELULAS CRIOPRESERVADAS

Las DPSCs se conservan congeladas a una temperatura de -802C en las camaras de
congelacion (NuAire, Plymouth, EE.UU.) o en nitrégeno liquido. Las muestras
seleccionadas poseian una densidad celular minima de un millén de células por mililitro

en Pase 3, y su descongelacion se llevd a cabo siguiendo el siguiente procedimiento:

1. Se introdujo el tubo criogénico en el bano termostatizado (Ovan, Barcelona,
Espafia) a 372C para el inicio de su descongelacién.

2. En un tubo BD (Corning, Tamaulipas, México) de 15 ml, se depositd 9 ml de
medio de cultivo DMEM completo y se le incorpord la suspensiéon celular
previamente descongelada. La composicidon del medio de cultivo utilizado fue la
siguiente:

o DMEM de alto contenido en glucosa (Biowest, Nuaillé, Francia).

o Suero bovino fetal al 10% (Cytiva, Pasching, Austria).

o Antibidticos (10,000 unidades/ml de penicilina G; 10,000 unidades/ml de
estreptomicina) (Corning, Manassas, EE.UU.).

o Glutamina al 1% (glutamina 200 mM en 0.85% de solucién de cloruro de
sodio) (Gibco, Paisley, Reino Unido).

3. Se homogenizé la suspensioén celular en el tubo BD.

4. Se centrifugd (Heraeus Multifuge 3SR+, Thermo Fisher, Osterode, Alemania)

(Figura 9) el tubo BD durante 5 minutos a 300 g.
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Figura 9. Centrifuga.

5. Se descartd el sobrenadante dejando solo el pellet celular y se resuspendié en
12 ml de medio DMEM completo.

6. Lasuspension celular se sembrd en un frasco de 75 cm?, que se agita ligeramente
para un crecimiento celular homogéneo y se introdujo en la estufa incubadora a

372Cy 8,5% CO,.
3.2. TRIPSINIZACION

Una vez las células alcanzan una confluencia celular préxima al 80%, se lleva a cabo el

subcultivo, para el cual se efectua el protocolo de tripsinizacion:

1. Se retira el medio de cultivo del frasco de 75 cm? con la ayuda del pipeteador
automatico.

2. Lavado del frasco con 10 ml de PBS (Gibco, Paisley, Reino Unido).

3. Se anade la solucion de tripsina (tripsin-EDTA 0.25%) (Sigma Aldrich, St Louis,
EE.UU.). La cantidad de tripsina afiadida depende del volumen del frasco, para
un frasco de 25 cm? se afiaden 2 ml de tripsina, para uno de 75 cm? seran 3 ml,
y 5 ml para uno de 175 cm?.

4. Incubacién (Hera Cell 150, Thermo Fisher, Langenselbold, Hessen, Alemania)
(Figura 10) del frasco a 372Cy 8,5% de CO, durante 5 minutos, con el objetivo de

despegar las células adheridas al mismo.
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Figura 10. Incubadora.

5. Se comprueba en un microscopio de contraste de fases invertido (Motic AE30
Series, Vancouver, Canadd), que todas las células se han despegado
correctamente del fondo del frasco.

6. Se inactiva la tripsina afiadiendo el doble de medio de cultivo completo que la
cantidad de tripsina utilizada, en este caso 6 ml de medio DMEM completo.

7. Se recoge todo el contenido del frasco y se deposita en un tubo BD de 50 ml
(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania) que se centrifuga durante 5 min a
300 g.

8. Se descarta el sobrenadante del tubo BD y se resuspende el precipitado celular
afadiendo medio DMEM completo, hasta conseguir una mezcla homogénea,

para su posterior recuento y siembra celular.

3.3. RECUENTO CELULAR

Se efectua el recuento y la estimacidn de la viabilidad celular, como paso previo para
determinar la cantidad de células a sembrar en cada ensayo experimental. Para

desarrollar dicho proceso se siguen los siguientes pasos:

1. Realizacién de una diluciéon 1:1 de azul tripan (Sigma Aldrich, St Louis, EE.UU.) y
suspensidn celular, afiadiendo 100 pl de cada uno y resuspendiendo varias
veces.

2. Se deposita la dilucién en la cdmara de conteo (BIO-RAD, California, EE.UU.).
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3. Se realiza una lectura en el contador celular automatico (TC20 Automated Cell
Counter, BIO-RAD, California, EE.UU.) (Figura 11), los valores de células totales

III

y viables seran expresadas por el contador en “células/m

TC20™ Automated Cell Courter

({@— Current count

Total count: 1.80 x 1 05 cellg/mi
Live count: 1.68 x 107 cells/mil
(Live cells|8 i

T
June 20, 2b24

Figura 11. Contador celular automatico.

El recuento celular efectuado mediante la tincién azul tripan se fundamenta en la
capacidad de las células vivas para expulsar el colorante, por el contrario, las células no

viables resultan tenidas de azul sin expulsar el colorante.

3.4. ENSAYOS EXPERIMENTALES

3.4.1. PREPARACION DE LOS ELUATOS DE CADA MATERIAL

Para la obtencién de los eluatos de cada material de estudio, se mezclaron sus
componentes segun las indicaciones de los fabricantes, y se prepararon moldes
cilindricos. Seguidamente, los discos se depositaron en placas de 12 pocillos, y se
colocaron dentro de la cabina de flujo bajo el efecto de la luz ultravioleta durante 30
minutos, para asegurar la esterilidad de los mismos. Posteriormente, se afiadid 4
ml/pocillo de medio de cultivo DMEM completo y se incubaron durante 24 horas a 372C

y 8,5 CO.

Tras el condicionamiento, se retird el sobrenadante de medio de cultivo de cada uno de
los materiales, y se filtraron a través de microfiltros (RoweMed AG, Parchim, Alemania)
con porosidad de 0,2 um, eliminandose cualquier posible residuo sélido. Los extractos

de los materiales se conservaron a 42C.
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3.4.2. MEDICION DE LA ACTIVIDAD METABOLICA CELULAR

La determinacién de la actividad metabdlica, se efectué a través del ensayo
colorimétrico de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoilo (MTT) (Sigma
Aldrich, St Louis, EE.UU.), mediante dicho compuesto se pretende analizar la capacidad
de las células para transformar el MTT en cristales de formazan, tras ello se analiza la
acumulacion de cristales con el fin de establecer la actividad metabdlica celular en

funcién del nimero de cristales presentes.

Para la realizacién de este experimento, se sembraron placas de 96 pocillos a una
densidad celular de 1.500-4.000 células/pocillo, en 180 pl de medio de cultivo DMEM
completo; y se incubaron durante 24 horas a 372C y 8,5 CO,. Tras lograr una éptima
adhesién y confluencia celular, se retiré el medio de cultivo y se anadieron 180 ul de
medio celular condicionado (1:1, 1:2 y 1:4) preparado para cada material de estudio, y
un control con medio DMEM sin condicionar, seguidamente se volvieron a incubar bajo

las mismas condiciones mencionadas durante tres tiempos (24, 48 y 72 horas).

A los pocillos adyacentes a aquellos destinados para la medicion de la actividad
metabdlica celular se les aifiadié PBS (Gibco), para asi proteger de la evaporacién a los

pocillos del ensayo.

Finalmente, una vez transcurridos los periodos de tiempo a evaluar, el protocolo a seguir

fue el siguiente:

1. Se retira el medio de cultivo, quedando Unicamente las células adheridas.

2. Se afiade a cada pocillo 200 pl de medio de cultivo DMEM sin suero ni rojo fenol
(Thermo Fisher, Paisley, Reino Unido).

3. Encondiciones de oscuridad se agrega 50 pl/pocillo de MTT a 5 mg/ml quedando
una concentracion final de 1 mg/ml.

4. Las placas se incuban en oscuridad a 372C y 8,5 CO; durante un periodo tiempo
de 2 a 4 horas.

5. Se elimina la solucion de MTT de los pocillos.

6. Se afiade, 100 pl/pocillo de dimetilsulféoxido (DMSO) (Avantor Performance

Materials, Gliwice, Polonia), con el fin de solubilizar los cristales de formazan.
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7. Empleando el espectrofotémetro INFINITE 200 PRO (Tecan, Grodig, Austria)
(Figura 12) se efectua el agitado de la placa y la lectura de absorbancia a 570 y

690 nm.

Figura 12. Espectrofotometro INFINITE 200 PRO.
3.4.3. MIGRACION CELULAR

Este ensayo pretende analizar y comparar la capacidad migratoria de las DPSCs ante una
herida a lo largo del tiempo, una vez expuestas las células a los diferentes materiales de

estudio.

Para su ejecucién, se sembraron 200.000 células/pocillo en placas de 12 pocillos,
utilizando 2 ml/pocillo de medio DMEM completo. Tras la siembra, el siguiente objetivo
fue promover el crecimiento y la adherencia celular para lograr una éptima confluencia,

para ello se incubaron las placas en la estufa a 372Cy 8,5 CO;, durante 24 horas.
Posteriormente, se siguid el siguiente procedimiento:

1. Realizacién en el centro de cada pocillo de una herida a modo de cruz, utilizando
una punta de micropipeta estéril.

2. Se retira el medio de cultivo de los pocillos.

3. Lavado con 2ml/pocillo de PBS, para eliminar las células y restos celulares que
hayan sido arrastrados al realizar las heridas.

4. Se afiade 2 ml/pocillo de medio de cultivo condicionado con MTA Angelus,
TheraCal PT y Biodentine XP, diluido 1:1, 1:2 y 1:4. El control se realiza con medio
de cultivo con DMEM completo sin tratamiento.

5. Tras aplicar a cada placa su correspondiente dilucidon de tratamiento, se observa

la progresion del cierre de la herida con el microscopio de contraste de fases
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invertido (Nikon Eclipse Ti-S, Japon) (Figura 13), a un aumento de x100,
obteniendo las imagenes con la capturada de imdgenes (Nikon Digital Sight,
Japdn) en la misma zona del pocillo a las 0, 24, 48 y 72 horas.

6. La realizacion del andlisis y la comparativa de los cambios producidos entre las
heridas de los pocillos, se realiz6 mediante el programa Imagen) (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, EE.UU.), que permite medir el area de herida
remanente sin cerrar; seguidamente se empled el software Graph-Pad Prism
v8.1.0 (GraphPad Software) con el fin de llevar a cabo la comparativa entre las

diferentes heridas.

Figura 13. Microscopio de contraste de fases invertido.
3.4.4. INMUNOFLUORESCENCIA

Para llevar a cabo el experimento de inmunofluorescencia (Figura 14) se sembrd una
placa de 24 pocillos, con un volumen de 500 pl/pocillo y una cantidad celular de 20.000
células por pocillo. A continuacién, la placa se incubd en la estufa durante 24 horas a

372Cvy 8,5% de CO; para lograr la adhesion y el crecimiento celular en los pocillos.

Figura 14. Preparacion de la cabina para la realizacion del experimento.
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Una vez pasadas las 24 horas el protocolo que se llevd a cabo fue el siguiente:

10.

11.
12.

Se retiré el medio de cultivo de los pocillos.

Se aplicé el medio cultivo condicionado en tres diluciones distintas, 1:1, 1:2, 1:4
y el control con medio DMEM sin condicionar.

Se introdujo la placa en la estufa durante 72 horas a 372Cy 8,5% CO..
Transcurrido el tiempo, se retiré el medio de cultivo de los pocillos y se llevaron
a cabo tres lavados con PBS (Gibco).

Fijacidn de las células con paraformaldehido (Sigma Aldrich, St Louis, EE.UU.) al
4% en PBS, que se dejé actuar durante 15-20 minutos con los pocillos cubiertos.
Se efectuaron 3 lavados con PBS.

Se aifade alos pocillos la dilucién al 0,25% de Tritéon X100 (Sigma Aldrich, St Louis,
EE.UU.) en PBS (0,125 ml en 50 ml de PBS), manteniéndose durante 5-15
minutos; para lograr gracias a la accidn del Tritén, la permeabilizacion de la
membrana celular.

Realizacién de tres lavados con PBS.

Se afiadieron 300 pl/pocillo de la tincidn de faloidina (Thermo Fisher, Rockford,
EE.UU.) (solucidon de 20 ul de stock en 5,98 ml de PBS), en condiciones de
oscuridad y a temperatura ambiente, para lograr el marcaje celular.

Durante un periodo de entre treinta minutos y dos horas, se dejd la placa en

agitacion orbital continua (EImi, Riga, Letonia) a 36 rpm (Figura 15).

Figura 15. Agitador orbicular.

Se retira la faloidina y se realizan tres lavados con PBS.

Una vez llevada a cabo la tincion de faloidina, se realiza el marcado celular con
4,6-diclorhidrato de diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Thermo Fisher, Waltham,
EE.UU.) (dilucién 1/500 en PBS, 20ul de stock en 10 ml de PBS), en oscuridad.
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13. Se afiadieron 400 pl/pocillo de la dilucién DAPI; se incuba durante 1-5 minutos
para un correcto marcaje del nucleo.

14. Finalmente, se hacen los tres ultimos lavados con PBS de los pocillos.

La observacién de la placa se realizé con el microscopio de contraste de fases con
fluorescencia (Leica, Wetzlar, Alemania) (Figura 16), a un aumento de x100. En primer
lugar, se hace la observacion con fluorescencia roja (exposicion 800-1000 ms y ganancia
2), y finalmente sin mover el campo de visidn, se captura la imagen con fluorescencia
azul (exposicion 50-100 ms y ganancia 2); una vez efectuadas las capturas de ambas

fluorescencias, se superponen para la obtencion de una imagen conjunta.

Figura 16. Microscopio de contraste de fases con fluorescencia.
3.4.5. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

A. Morfologia celular y adhesion a los materiales

A través del siguiente experimento se pretende analizar a nivel microscépico tanto la
adhesién celular a los materiales de estudio, como la adaptacion morfoldgica de las

células a la superficie de los materiales.

Para ello se empled un disco de cada material, preparado previamente, siguiendo el
protocolo anteriormente desarrollado, y se colocaron en una placa de 12 pocillos,
tratando que la parte céncava de la pastilla quedase situada hacia la superficie para

favorecer la siembra de células, que se realizé siguiendo el siguiente protocolo:
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1. Se afiadid minuciosamente sobre cada pastilla 1,5 ml de suero bovino fetal y se
dejé actuando sobre las mismas durante 20 minutos, con el fin de lograr
posteriormente una mejor adhesion de la suspension celular a la superficie de
los materiales.

2. Seretiré el suero de los pocillos.

3. Se sembré sobre cada pastilla la suspension celular con 100.000 células y se

incubd durante 5-10 minutos para que las células se asentasen sobre las pastillas.

Se cubrieron las pastillas con 2 ml/pocillo de medio DMEM completo.

Se incubd durante 72 horas en la estufa.

Se elimind el sobrenadante y se realizaron lavados de los pocillos con PBS.

S -

Se fijaron las células adheridas empleando glutaraldehido (Sigma Aldrich, St
Louis, EE.UU.) al 2,5% que se mantiene actuando a 42C durante 30 minutos.
8. Seretird el fijador y se conservaron las pastillas con lavador de sacarosa hasta la

posterior realizacion del analisis microscépico.

Las muestras se trasladaron al Servicio de Microscopia y Andlisis de Imagen en el edificio
SACE, donde se lavaron para su posterior fijacién en tetréxido de osmio durante 1 hora.
Seguidamente, fueron deshidratadas mediante concentraciones crecientes de etanol
(30%, 50%, 70% y 90% vol.), para finalmente llevar a cabo una deshidratacién final
empleando alcohol absoluto. Tras ello, las muestras se secaron mediante el método de
punto critico con el fin de preservar las estructuras bioldgicas y los materiales evitando
su colapso. Posteriormente tras lograr muestras secas y estables, estas fueron
recubiertas con oro y paladio, para su posterior observacidon en el microscopio
electrénico de barrido (Apreo 2 SEM, Thermo Fisher, Oregdn, EE.UU.) con un voltaje de
10 kV. Tras la evaluacién microscdpica de las muestras, se procedié a capturar imagenes
de forma aleatoria de diferentes dreas de los materiales con aumentos de x100, x300 y

x1500.
B. Espectrometria dispersiva de rayos X (EDX).

Mediante el sistema de espectrometria de rayos X (EDX) se realiza una medida
cualitativa y cuantitativa de los elementos que componen los materiales de estudio,
obteniéndose informacidn acerca de la composicion quimica que presenta cada

material.
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Para la ejecucidn de este experimento se utilizaron discos sin ningun tratamiento previo
a su traslado al Servicio de Microscopia y Andlisis de Imagen; fue aqui donde al igual que
en el anterior experimento, se recubrieron con oro y paladio para su posterior analisis,
para el cual se empled el sistema de captacidén de rayos X (EDAX AMETEK) incorporado

en el microscopio electrénico de barrido Apreo 2 SEM.

3.4.6. ESPECTROMETRIA DE MASAS CON PLASMA ACOPLADO
INDUCTIVAMENTE

La finalidad de este experimento fue analizar la liberacidn de iones: aluminio (Al), bario
(Ba), bismuto (Bi), hierro (Fe), estroncio (Sr), wolframio (W), zirconio (Zr), calcio (Ca),
azufre (S) vy silice (Si); por cada muestra de los materiales de estudio, al entrar en

contacto con PBS.

Para ello, se colocaron las muestras de los materiales en una placa de 12 pocillos donde
se dejaron durante 24 horas con 4 ml/pocillo de PBS, transcurrido dicho periodo de
tiempo, se filtraron a través de microfiltros (RoweMed AG, Parchim, Alemania) con
porosidad de 0,2 um, eliminandose cualquier posible residuo sélido. Se analizaron los
eluyentes empleando la espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente

(ICP-MS) (Agilent 7900, Stockport, Reino Unido).

3.4.7. MEDICION DE APOPTOSIS/NECROSIS

Para la realizacion de este experimento se usaron placas de seis pocillos, donde en un
volumen de 2 ml/pocillo se sembraron un total de 100.000 células por pocillo, que
fueron incubadas durante 24 horas, a 372C y 8,5 CO;. Se asignd una placa para cada
material, y una columna para cada dilucién, afiadiéndose 2 ml/pocillo de la
correspondiente dilucion de estudio (sin diluir, diluido 1:2 y diluido 1:4), ademds una de
las placas fue utilizada como control, depositandose 2 ml/pocillo de medio de cultivo
DMEM completo. Finalmente, las placas fueron incubadas nuevamente en la estufa
durante 72 horas; transcurrido dicho periodo de tiempo, se llevé a cabo el siguiente
protocolo para lograr medir la exposicion de fosfatidilserina presente durante el proceso
apoptético en las membranas celulares, empleadndose distintos conjugados de anexina

V marcados con fluorescencia.

51



1. Se despegaron las células de los pocillos, mediante el protocolo de tripsinizaciéon
previamente desarrollado, pero sin descartar los sobrenadantes.

2. Se efectud la tincion celular empleando anexina-V marcada con FITC
(isotiocianato de fluoresceina) y 7-AAD (7-amino-actinomicina D) (Immunostep,
Salamanca, Espaiia) siguiendo las instrucciones del fabricante, dejando actuar a
temperatura ambiente durante 15 minutos.

3. Realizacién de la citometria de flujo empleando el BD FACS Canto™ (BD
Biosciences, San José, CA, EE.UU.).

4. Analisis de los porcentajes de células pulpares tanto vivas (Anexina-V-/7-AAD-),
como apoptoticas tempranas o tardias (Anexina+/7-AAD-) y necréticas
(Anexina-V+/7-AAD+); se efectué mediante el software FlowJo (FlowJo LLC,

Ashland, OR, EE.UU.).

3.4.8. MEDICION DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO
INTRACELULAR

La siembra y el cultivo celular de este experimento se desarrollé del mismo modo que
en el experimento anterior. De modo, que una vez concluidas las 72 horas y los cultivos
efectuados se encuentran en unas dptimas condiciones. Se llevd a cabo el protocolo
para la medicidn de las especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas bajo diferentes

condiciones:

1. Se despegaron las células de los pocillos, siguiendo el mismo protocolo de
tripsinizacion que se desarrollé anteriormente.

2. Serealizaron 2 lavados a las células con PBS.

3. Se tifieron empleando como marcador de estrés oxidativo 5 umol/L de 5-(y-6)-
clorometil-2",7" diclorodihidrofluoresceina diacetato (CM-H,DCFDA) (Molecular
Probes, Eugene, OR, EE.UU.), en condiciones de oscuridad, 30 minutos a 372C.

4. Cuantificacidn de la fluorescencia intracelular a través del citdmetro de flujo LSR
Fortessa X-20 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.), estableciendo como
valores 492 nm de excitacién y 517 de emision.

5. Analisis de las células positivas para CM-H,DCFDA mediante el software FlowJo

(FlowJo LLC, Ashland, OR, EE.UU.).
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3.4.9. EXPRESION DE MARCADORES OSTEO-ODONTOGENICOS

El propdsito de este ensayo fue evaluar la expresion de los marcadores osteo-
odontogénicos de las células madre de pulpa dental, como medida de diferenciacién
celular. Para ello se utilizé la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa

cuantitativa en tiempo real con transcriptasa inversa (RT-qPCR).

Las secuencias de los primers para marcadores osteo-odontogénicos, empleados para
la realizacion del ensayo se muestran en la Tabla 2. La expresion génica relativa se
calculé empleando el método 2-AACT, utilizandose como referencia la expresion del gen

housekeeping, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

Tabla 2: Secuencia de los primers utilizados para el estudio.

Primers Secuencia (forward/reverse)

Fosfatasa alcalina

(ALP) 5'-TCAGAAGCTCAACACCAACG-3'/5"-TTGTACGTCTTGGAGAGGGC-3’

Sialofosfoproteina
dentinaria
(DSPP)

5 -GCATTTGGGCAGTAGCATGG-3"/5"-CTGACACATTTGATCTTGCTAGGAG-3’

Factor de transcripcion
involucrado en la
diferenciacion
osteoblasticay la
morfogénesis
esquelética
(RUNX2)

5-TCCACACCATTAGGGACCATC-3"/5'- TGCTAATGCTTCGTGTTTCCA-3’

CO'?ge?o tig)o 1 5-CCCGGGTTTCAGAGACAACTTC-3"/5"-TCCACATGCTTTATTCCAGCAATC-3’
Col1A1

Osteonectina 5'-GCATCAAGCAGAAGGATA-3"/5 -AATAGTTAAGTTACAGCTAAGAAT-3’
(ON)

Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa
(GAPDH)

5'-TCAGCAATGCCTCCTGCAC-3'/5'-TCTGGGTGGCAGTGATGG-3'

Para llevar a cabo el procedimiento de diferenciacion celular, se emplearon placas de
seis pocillos (100.000 células/pocillo). Una vez las células presentaron una confluencia
cercana al 80%, se aplicaron los siguientes tratamientos (2 ml/pocillo): medio DMEM
completo para el control negativo, medio de cultivo OsteoDiff (PromoCell, Heidelberg,
Alemania) como control positivo, y medio de cultivo condicionado sin diluir de los tres
materiales a evaluar. Todos los tratamientos se incubaron de manera simultanea

durante 3y 7 dias, a 372Cy 8,5 COy; los medios de cultivo se reemplazaron cada 3 dias.
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Una vez cumplidos cada uno de los periodos de tiempo establecidos, se llevaron a cabo
los protocolos de extraccién y cuantificacion del 4&cido ribonucleico (ARN),
retrotranscripcion de ARN a acido desoxirribonucleico complementario (ADNc) y

finalmente el protocolo de qPCR.

3.4.9.1. EXTRACION Y CUANTIFICACION DEL ARN DE LAS
CELULAS MADRE DE LA PULPA DENTAL

El protocolo que se llevo a cabo fue el siguiente:

1. Se retird el sobrenadante de los pocillos.

2. Lavado con 2 ml/pocillo de PBS.

3. Se llevé a cabo el protocolo de tripsinizacion, previamente desarrollado, para
despegar las células de los pocillos.

4. Se resuspendio el pellet en 1 ml de PBS.

5. Se afiadiod el mililitro de PBS junto al pellet disuelto en los microtubos Eppendorf
y se centrifugaron (Heraeus Fresco 21, Thermo Fisher Scientific, Osterode,
Alemania) durante 5 minutos a 500 g.

6. Se descartd el PBS con la ayuda de la micropipeta evitando despegar el pellet
celular.

7. Se realizd la extraccidn de ARN de las células, siguiendo el protocolo propuesto
por el mini kit RNeasy®(Qiagen).

8. Se cuantifico el ARN extraido, utilizando el NanoDrop 2000 (Figura 17), cuyos
valores se expresaron en ng/pl.

9. Finalizada la cuantificacion, se conservaron las muestras a -802C en las camaras

de congelacion.

Figura 17. Espectrofotometro NanoDrop 2000.
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3.4.9.2. RETROTRANSCRIPCION DE ARN A ADNc

Tras la extraccién y cuantificacion del ARN, el siguiente paso fue la sintesis de ADNc
mediante la retrotranscripcidon de 1 pg/muestra de ARN; para lo cual se siguieron las

instrucciones del kit iScript™ cDNA Synthesis (Bio-Rad, California, EE.UU.).

3.4.9.3. PROTCOLO DE REALIZACION DE qPCR

La preparacidn de las muestras obtenidas de ADNc, para la posterior realizacién de las
gPCR, se realizd en la cabina Telstar Mini-V/PCR (Telstar, Terrasa, Espafa), donde
siguiendo las instrucciones del kit TB Green®Premix Ex Tag™ (Takara Bio Inc, Nojihigashi,

Kusatsu, Japdn), se llevé a cabo el siguiente protocolo:

1. Preparaciéon de la “Master Mix” de cada gen, utilizando un microtubo vy
afiadiendo:
o 5 ul/reaccion de TAKARA.
o 0,3 pl/reaccién del oligonucleétido correspondiente.
o 2 pl/reaccién de agua ultrapura.
o 0,2 ul/reaccion de ROX.

2. Se diluyé con agua ultrapura el ADNc, y se afiaden 8,33 ng/ reaccién.

3. Se prepard una placa PCR de 96 pocillos, donde se afiadieron 7,5 pl/pocillo de
cada “Master Mix” y 2,5 pl/pocillo de ADNc, cada reaccidén se repitid por
triplicado.

4. Se selld la placa con una ldmina de microsellado.

5. Previoalarealizacion de la lectura se centrifugd la placa durante unos segundos.

6. Establecemos los pardmetros de la reaccidn, tal como indica el fabricante
TAKARA, en Bio-Rad iQS.

7. La lectura de la placa se efectué mediante el My iQ (Figura 18), un sistema de

deteccién de PCR en tiempo real de un solo color.
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Figura 18. My iQ, sistema de deteccion de PCR en tiempo real.
3.4.10. ANALISIS DE LA FORMACION DE DEPOSITOS CALCICOS

La finalidad de este experimento es analizar el potencial de mineralizacién que
presentan las células madre pulpares, una vez entran en contacto con MTA Angelus,

TheraCal PT y Biodentine XP.

La siembra celular se efectud en placas de seis pocillos (100.000 células/pocillo); que se
incubaron a 379C y 8,5 CO; hasta que las células alcanzaron una confluencia celular

entorno al 80%.

A continuacion, se aplico el tratamiento utilizando tres medios de cultivo diferentes:
para el control negativo se empled medio de cultivo DMEM completo, el control positivo
de mineralizacién con medio de cultivo OsteoDiff que promueve la diferenciacion
osteogénica; y finalmente, el medio de cultivo condicionado con los materiales de
estudio sin diluir. En los tres casos, el volumen afiadido a los correspondientes pocillos

fue de 2 ml.

Posteriormente, las placas fueron cultivadas durante 21 dias en la estufa, a 372Cy 8,5%
CO,, cada 3 dias se les realizaron cambios de medio de cultivo y una vez concluido el

periodo de tiempo, se llevd a cabo el siguiente protocolo:
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1. Seretird el medio de cultivo y se lavaron las placas aplicando 2 ml/pocillo de PBS.
2. Se fijaron las células con paraformaldehido al 4%, y seguidamente se lavaron y
conservaron los pocillos con agua ultrapura (Sigma Aldrich, Steinheim,
Alemania), hasta su posterior tincién de Alizarin Rojo S.
3. Preparacion de la dilucién de Alizarin:
3.1. Se disuelve 1 gr de Alizarin en 50 ml de agua ultrapura.
3.2. Seresuspende la disolucién y se agita el tubo para homogeneizarlo todo.
3.3. Se ajusta el pH hasta que alcance un valor préximo a 4,2.

4. Se retir6 el agua ultrapura de las placas con las células ya fijadas, y se afadié 1

ml/pocillo de la disolucién de Alizarin (Figura 19).

Figura 19. Preparacion de los pocillos con Alizarin Rojo S.

5. Se colocaron las placas en condiciones de oscuridad sobre el agitador orbicular
durante 30 min a 100 rpm.

6. Se retird la tincion de Alizarin.

7. Se realizaron varios lavados con 1 ml/pocillo de agua ultrapura, para eliminar el
exceso de Alizarin.

8. Se observd la tincion de las muestras usando el microscopio Nikon Eclipse Ti-S,
con el aumento de x100, y se realizaron fotografias con la capturada de imagenes

Nikon Digital Sight; para asi estudiar la formacién de depdsitos cdlcicos.

Una vez realizada la tincidn de las muestras con la disolucién de Alizarin y tras observar

microscopicamente la capacidad de mineralizacion de las células en contacto con los

materiales de estudio, se realizé la cuantificacién de los depdsitos de calcio:
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9. Se retird el agua ultrapura y se afiadieron 800 pl/pocillo de dcido acético al 10%
(Panreac, Castellar del Valles, Barcelona, Espaia).

10. Se colocaron las placas en oscuridad en el agitador durante 30 minutos a 120
rpm, para la solubilizacion de los depdsitos de calcio tefiidos.

11. Se desprendieron las células adheridas a los pocillos rascando suavemente con
el rascador celular (Corning, Tamaulipas, México).

12. El sobrenadante de los pocillos junto con las células anteriormente despegadas
se recogio mediante la pipeta de 1000 pl a los microtubos.

13. Se sellaron los microtubos con parafina (Bemis, Neenah, Wisconsin, EE.UU.) y
seguidamente el contenido de los mismos fue mezclado con la ayuda del vértex.

14. Se calenté la solucidn a una temperatura de 852C durante 10 minutos en el
termobloque (OHAUS, Greifensee, Suiza), y posteriormente se enfridé en hielo
durante 5 minutos.

15. Se centrifugd durante 15 minutos a 20.000 g.

16. Se traslado el sobrenadante (500 ul) a nuevos tubos Eppendorf.

17. Se afiadié 200 pl/tubo de hidréxido de amonio para neutralizar el acido acético.

18. Se prepard un microtubo adicional, que actuaria como blanco en la posterior
medicién de la absorbancia, por lo que se le afiadid: 500 ul de acido acético y
200 pl de hidréxido de amonio.

19. En una placa de 96 pocillos (Figura 20), se prepararon las medidas de los

materiales y controles por triplicado.

Figura 20. Placa preparada para la lectura de absorbancia.

20. Se efectud la lectura de absorbancia de la placa en el espectrofotémetro

INFINITE 200 PRO, ajustando el valor de medicion de absorbancia a 405 nm.
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3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos obtenidos se han analizado empleando el software Graph-Pad Prism
v8.1.0 (GraphPad Software). La cuantificacién de dichos datos se calculé como las
medias y desviaciones estandar (DE). La distribuciéon de los datos fue comprobada
previamente utilizando un grafico Q-Q. La significancia estadistica se evalué mediante
el test de andlisis de la varianza ANOVA, seguido de la prueba post-hoc de Tukey. Cada
dilucién fue considerada como un tratamiento independiente, en las representaciones
graficas * expresa valor p < 0,05, ** expresa valor p <0,01y *** expresa valor p < 0,001;

considerandose significacién estadistica para un valor de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR (MTT)

La actividad metabdlica celular de las DPSCs en presencia de los materiales de estudio

(sin diluir, diluidos 1:2 y diluidos 1:4) se evalué tras 24, 48 y 72 horas de exposicion.

El tratamiento con TheraCal PT sin diluir disminuyé de forma estadisticamente
significativa la actividad metabdlica con respecto al control (*** p < 0,001) en los tres
periodos de tiempo evaluados (Figura 21). Sin embargo, tanto MTA Angelus como
Biodentine XP, mostraron una actividad celular semejante a la del control tanto a las 24
como 48 horas, Unicamente a las 72 horas mostraron una ligera diferencia significativa

respecto al control (* p <0,05).

No Diluidos

0.25+

0.20- * . El Control
E 015 W= MTA Angelus
5 Bl TheraCal PT
é 0.10 n - " B Biodentine XP

0.05-

0.00-

24 48 72
Tiempo (h)

Figura 21. Resultados de MTT tras la aplicacion de los materiales sin diluir.

La actividad metabdlica de las células en presencia de los materiales a una dilucién 1:2
se muestra en la Figura 22. Nuevamente se observa una disminucioén significativa (*** p
< 0,001) de actividad respecto al control ante la exposicién a TheraCal PT, en los tres
periodos de tiempo analizados. En cambio, MTA Angelus, mantiene una actividad celular
similar a la observada en el grupo control a las 24, 48 y 72 horas, no observandose
diferencias significativas. En el caso de Biodentine XP, tan solo muestra una diferencia
significativa (** p < 0,01) a las 72 horas, al comparar la actividad metabdlica con el

control, no observando diferencias a las 24 y 48 horas.
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Figura 22. Resultados de MTT tras la aplicacién de los materiales diluidos 1:2.

En la Figura 23, se muestran los resultados obtenidos cuando los materiales se diluyen
1:4. En este caso, Unicamente el tratamiento con TheraCal PT provocd una ligera
diferencia en la actividad metabdlica (* p < 0,05) respecto al control a las 72 horas. El
resto de tratamientos presentan valores préximos a los expresados por el control tanto

alas 24, como alas 48 y 72 horas.

Diluido 1:4
0.25+
e 0.20+ Il Control
€ 0.15- s MTA Angelus
o 0
s Bl TheraCal PT
§ 010 = Biodentine XP
0.05-
0.00-
24 48 72
Tiempo (h)

Figura 23. Resultados de MTT tras la aplicacion de los materiales diluidos 1:4.
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4.2. ENSAYO DE MIGRACION CELULAR

El analisis de los resultados obtenidos a partir del ensayo de migracién celular (Figura
24), muestra como el MTA Angelus no provocd cambios significativos en el proceso de
cicatrizacidn celular en ninguno de los intervalos de tiempo estudiados, siendo los
resultados obtenidos similares a los resultantes del grupo control, no evidencidandose
interferencias significativas del MTA Angelus con los mecanismos de migracion celular

bajo las condiciones del estudio.

Sin embargo, se observé una menor capacidad de migracién, tanto para TheraCal PT
como para Biodentine XP, al ser comparados con el cultivo control, especialmente

cuando se analizaron sin diluir.

El TheraCal PT, a pesar de no mostrar diferencias estadisticamente significativas cuando
se presenta en dilucion 1:2 y 1:4, muestra el menor porcentaje de herida abierta de todo
el ensayo a las 72 horas, cuando se encuentra en dilucidon 1:2. No obstante, al evaluar
dicho material sin diluir se observa una tasa significativamente reducida de cicatrizacién
en comparacién con el grupo control a las 48 (** p < 0,01) y a las 72 horas (*** p <

0,001).

Por otro lado, Biodentine XP en su forma sin diluir, evidencié una tasa significativamente
menor de cicatrizacién (*** p <0,001) que TheraCal PT a las 48 horas, al ser comparados
ambos con el grupo control. Sin embargo, a las 72 horas, Biodentine XP refleja al igual
qgue TheraCal PT una disminucidon en la capacidad de cicatrizacién que resulta
estadisticamente significativa (*** p < 0,001) al ser comparada con la presentada por el
control. Aligual que MTA Angelus y TheraCal PT, no se observan diferencias significativas

al comparar Biodentine XP en dilucién 1:2 y 1:4 con el grupo control.

En general, tras el analisis de los resultados del ensayo de migracion celular, se observa
gue los materiales evaluados contribuyen positivamente al cierre de la herida,

principalmente cuando se encuentra en dilucion 1:2 o 1:4.
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Figura 24. Evolucién de la migracion celular tras la exposicion de las DPSCs a los diferentes eluatos de los materiales de estudio (1:1, 1:2 y 1:4).
El porcentaje de herida abierta se capturd en intervalos de 24 horas durante 3 dias, en relacién el porcentaje total de herida abierta a las 0

horas. ** p< 0,01y *** p <0,001. Adicionalmente, las imagenes muestran el drea de herida abierta (escala 100 um).
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4.3. ENSAYO DE FLUORESCENCIA

En la Figura 25 se presentan las imagenes de las muestras evaluadas, el citoesqueleto se
observa en rojo (Tincién con faloidina) y los nucleos celulares se observan en azul

(Tincidn con DAPI).

La cantidad de células viables observadas en presencia de TheraCal PT sin diluir fue
claramente menor que en el resto de materiales, no obstante, cuando dicho material se
encuentra en dilucién tanto 1:2 como 1:4, se observa una mayor confluencia celular, al
igual que ocurre en MTA Angelus y Biodentine XP, por lo que la respuesta a la faloidina
afecta a la arquitectura celular del citoesqueleto de forma dependiente de la

concentracion.

Por otro lado, MTA Angelus y Biodentine XP, muestran una confluencia celular bastante
similar a la observada en el cultivo control. No obstante, MTA Angelus, tanto sin diluir
como en dilucién 1:2, evidencia una mayor densidad y confluencia celular que el resto
de materiales. Sin embargo, cuando la dilucién del cultivo de MTA Angelus pasa a ser
1:4, se aprecia un leve aumento de expansién celular acompanado de un mayor tamafio

celular, pese a que la densidad celular observada es menor que la del control.

En presencia de Biodentine XP, los cultivos se observan con células marcadamente
fusiformes en comparacion con las halladas en el control; especialmente cuando se
encuentran sin diluir y en dilucién 1:2. En cambio, cuando dicho material se encuentra
diluido 1:4, a pesar de que presenta una confluencia y un crecimiento celular
ligeramente inferior al control, la morfologia celular alcanza su mayor grado de similitud

en comparacién con las analizadas en el cultivo de control.
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Figura 25. Observacidn de la estructura y organizacién del citoesqueleto y el nucleo
celular de las DPSCs mediante microscopia de fluorescencia, tras el cultivo con los tres

materiales de estudio durante 72 horas.

4.4. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

4.4.1. MORFOLOGIA CELULAR Y ADHESION A LOS MATERIALES

El andlisis de la morfologia y la adhesion celular de las DPSCs sembradas y
posteriormente fijadas sobre los distintos materiales de estudio empleados para terapia
vital pulpar, refleja la presencia de células con una morfologia generalmente fusiforme,
acentuada principalmente en MTA Angelus con células de mayor tamano. En presencia
de Biodentine XP, al igual que en MTA, se observaron células fusiformes especialmente
alargadas, pero con un tamafio mas reducido. En cambio, las células sembradas sobre

TheraCal PT presentaron una morfologia mas irregular que el resto de células.
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En cuanto a la adhesién celular observada sobre las superficies de los distintos
materiales, las muestras con TheraCal PT presentaron una menor densidad celular junto
con una menor adhesion celular a la superficie. Sin embargo, cuando las células se
exponen a MTA Angelus, se observa un aumento en la cantidad de células adheridas,
ampliamente extendidas e interconectadas sobre su superficie. La presencia de
Biodentine XP, indujo una moderada cantidad de células con numerosos filopodios

promoviendo la adhesion celular a la superficie de los discos.

Por tanto, las células, tras su observaciéon con microscopia electrénica de barrido,
mostraron una cierta adherencia a la superficie de todos los materiales evaluados, como
se puede observar en la Figura 26, alinedndose estos resultados con los obtenidos en el

ensayo de viabilidad celular.

MTA Angelus TheraCal PT Biodentine XP

D

300x

Figura 26. Micrografias tomadas a 100x, 300x y 1500x de la morfologia y adhesién

celular de las DPSCs cultivadas sobre los materiales de estudio.
4.4.2. ESPECTROMETRIA DISPERSIVA DE RAYOS X

El analisis EDX, evidencié la presencia en la superficie de los discos, de elementos
guimicos acordes con la composicidon indicada por los fabricantes de los materiales,

como se observa en la Figura 27 y en la Tabla 1.
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Figura 27. Espectrometria de los discos de MTA Angelus (A), TheraCal PT (B), y Biodentine XP (C). En la primera columna se muestran
micrografias de la superficie de los materiales, en la segunda columna aparece el espectro de los elementos detectados y en la tercera se

cuantifican los elementos de cada material por peso y peso atomico.



Los tres materiales analizados reflejaron principalmente altos porcentajes de calcio,
oxigeno y carbono, siendo estos tres valores similares, se observé una mayor cantidad
de calcio para Biodentine XP. En menor medida se detectd la presencia de otros
elementos como silicio y hierro, en Biodentine XP; asi como de aluminio y silicio en
TheraCal PT y MTA Angelus. Ademas, se identificé en todos los materiales la presencia
de circonio cuya funcion es actuar como elemento radiopacificador; adicionalmente se
observo la presencia de un segundo elemento radiopacificador, como el tungsteno, en

MTA Angelus.
4.5. ENSAYO DE ICP-MS

La liberacion de iones producida por los materiales al entrar en contacto con PBS se

analizé mediante el ensayo de ICP-MS, mostrandose los resultados en la Tabla 3.

Tabla 3: Resultados del andlisis de ICP-MS de los materiales (ppb: partes por billéon, ppm:

partes por millén).

Nombre Al Ba Bi Fe Sr w Zr Ca S Si
dela Conc. | Conc. | Conc. | Conc. Conc. Conc. | Conc. | Conc. Conc. | Conc.

muestra | (ppb) | (ppb) | (ppb) | (ppPb) | (ppb) | (ppb) | (ppPb) | (pPm) | (ppm) | (Ppm)

MTA <10 | <50 | 42,32 | <10 | 649,96 | 891,37 | <5 | 26,49 | 0,41 | 21,09
Angelus
Thegca' <10 | <50 | <5 | <10 | 12468 | <10 | <5 | 109,94 | 0,23 | 3,17
Biodentine
b <10 | 19635 | <5 | <10 | 285498 | <10 | <5 | 40,61 | 4571 | 32,03

Los datos revelaron que la concentracion de iones calcio, azufre y silicio liberados por
los materiales fue notablemente superior a la del resto de elementos. Principalmente
todos los materiales liberaron iones calcio, siendo mayor en TheraCal PT. En cuanto a la
liberacion de iones azufre y silicio fue superior en Biodentine XP, comparado con el resto
de materiales, no obstante, MTA Angelus también presenté una moderada liberacién

de iones silicio.
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El resto de iones analizados presentaron una concentracion notablemente reducida, no
obstante, MTA Angelus presentd niveles de iones tungsteno y bismuto superiores a
TheraCal PT y Biodentine XP; también mostro valores relevantes de estroncio, aunque
fue Biodentine XP quién evidencié la mayor liberacién de iones estroncio, al igual que

de iones bario.
4.6. ENSAYO DE APOPTOSIS/NECROSIS CELULAR

El andlisis de la apoptosis/necrosis celular, proporcioné gréficos de densidad que
indicaron el porcentaje de células vivas (Q4), células apoptdticas tempranas (Q3), células
apoptoticas tardias (Q2) y células necrdticas (Q1) en las diferentes diluciones (1:1, 1:2 'y
1:4) de los materiales analizados. Los diagramas representan los resultados de tres

experimentos independientes realizados por triplicado para cada material.

Como se indica en la Figura 28, el porcentaje mas alto de células vivas se observé en
presencia de Biodentine XP, con valores préoximos al 93% en las tres diluciones
analizadas, siendo estas cifras muy similares al control. El porcentaje de células
apoptéticas tempranas en presencia de dicho material en las tres concentraciones oscild
entre el 5,1% y el 5,66%; con apenas células apoptoticas tardias y necréticas, cuyos

valores se situaron en el intervalo del 0% al 1%.

Por otro lado, tras la incubacidon con MTA Angelus se obtuvo un porcentaje de células
vivas practicamente idéntico en diluciéon 1:4 y 1:2 (90,7% y 90,6% respectivamente),
siendo este valor ligeramente inferior cuando se ensayo sin diluir, con un porcentaje de
88,2%. La cantidad de células apoptoticas tempranas aumento al disminuir la dilucién
de los materiales, observando un 8,75% de células apoptéticas tempranas cuando el
material se analizé sin diluir. En cambio, la concentracién de 1:2 y 1:4, los valores fueron

del 8,4% y del 7,63%.

La cantidad de células vivas detectadas en presencia de TheraCal PT fue idéntica tanto
en su dilucién 1:4 como 1:2, siendo el porcentaje de un 89%. Sin embargo, la cantidad
de células apoptdticas tempranas fue mayor ante la dilucién 1:2 (8,84%) que 1:4 (8,18%).
Al disminuir la diluciéon del material aumentaron la cantidad de células apoptéticas
tempranas. A su vez, TheraCal PT sin diluir indujo el mayor porcentaje de células

apoptoticas tardias y necrdticas con un valor de 3,09%.
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Figura 28. Andlisis de la citometria de flujo de la apoptosis y necrosis celular inducida

por los tres materiales de terapia vital pulpar en DPSCs mediante la tincién con

Anexina-V-FITCy 7-AAD.
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4.7. ENSAYO DE LA LIBERACION DE ROS

La cantidad de especies reactivas de oxigeno intracelular, producida por parte de las
DPSCs al ser tratadas con los materiales de estudio y posteriormente tefiidas con CM-
H.DCFDA, reflejé tras la citometria de flujo (Figura 29) un incremento en los niveles

intracelulares de ROS con el aumento de la concentracion de los materiales.
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Figura 29. Analisis de la liberacion de ROS en presencia de los materiales sobre DPSCs

empleando CM-H,DCFDA. ** p < 0,01, *** p <0,001.
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Los niveles mads altos de ROS fueron evidenciados para TheraCal PT y MTA Angelus,
cuando los materiales se encontraban en dilucién 1:1, observandose diferencias
significativas respecto a las células control (*** p < 0,001). Ademads, TheraCal PT, en
diluciones 1:2 y 1:4, continué presentando altos niveles de ROS intracelular en

comparacion con el grupo control.

Sin embargo, MTA Angelus al reducir su concentracién a 1:2 y 1:4, disminuyd sus niveles
de especies reactivas de oxigeno intracelular, no obstante, continué induciendo niveles

significativamente mas elevados que el control (** p <0,01).

En cambio, los niveles de ROS tras la incubacién en el grupo de Biodentine XP, fueron
muy semejantes a los observados en las células del grupo control. No evidenciandose
diferencias estadisticamente significativas, entre dicho material en cualquiera de sus

diluciones respecto al control.
4.8. ENSAYO RT-QPCR

La capacidad de diferenciacion osteo-odontogénica de las DPSCs tras su cultivo junto a
los materiales de estudio, se evalué mediante el ensayo de RT-qPCR a los 3 y 7 dias

(Figura 30).

Los resultados mostraron una regulacidn positiva y estadisticamente significativa del
gen ALP en presencia de MTA Angelus y de Biodentine XP, a los 3 dias de incubacion.
Asi, en ambos casos, los niveles de expresion del gen fueron significativamente
superiores a los obtenidos tanto para el control positivo y negativo, como para TheraCal
PT. No obstante, a los 3 dias, los niveles de expresidon de ALP en presencia de MTA
Angelus fueron estadisticamente superiores a los inducidos por Biodentine XP (** p <
0,01). Este aumento de la expresion de ALP, se mantiene a los 7 dias para el caso de MTA
Angelus, siendo significativamente superior a la obtenida para el resto de los materiales
y los controles positivos y negativos (*** p < 0,001). Por el contrario, se observa una
caida drastica en los niveles de expresidon del gen ALP en presencia de Biodentine XP a

los 7 dias, con niveles inferiores a ambos controles.

Los niveles de expresién DSPP, variaron en funcion del momento del andlisis,

observandose un aumento de expresion estadisticamente significativo a los 3 dias en el
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cultivo que presentaba Biodentine XP, al ser comparado con el resto de grupos (*** p <
0,001). Sin embargo, a los 7 dias fue en el cultivo con MTA Angelus donde se observaron
las mayores diferencias (*** p < 0,001) en el aumento de la expresion de dicho gen con
respecto a los grupos control, asi como con los resultados obtenidos para el resto de los
materiales analizados. No obstante, Biodentine XP produce un aumento en la expresién

de DSPP a los 3 dias claramente superior al que induce MTA Angelus a los 7 dias.

Por lo que se observé como tanto MTA Angelus como Biodentine XP estimularon la
expresion génica principalmente de DSPP y ALP con niveles claramente superiores al

control negativo, y por tanto superando los niveles basales.

En cuanto a Col1A1, se evidencid un incremento en la expresion de dichogenalos3y 7
dias en presencia de MTA Angelus. Este incremento resultd ser estadisticamente
significativo al compararse con los resultados obtenidos tanto para ambos grupos
control como para el resto de materiales analizados (*** p < 0,001). Estas diferencias de
expresion resultaron ser menores a los 7 dias cuando se compard con el control

negativo, a pesar de que seguian siendo significativas (* p < 0,05).

Finalmente, la expresidon génica de RUNX2 y ON en presencia de los materiales
estudiados, no mostro diferencias significativas en cuanto a una mayor estimulacién de
expresion génica con respecto al control negativo, en ninguno de los intervalos de
tiempo analizados. Unicamente se observé un aumento de expresion significativo en

presencia de MTA Angelus con respecto a OsteoDiff (** p < 0,01) a los 3 dias.
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3 Dias 7 Dias

ALP/GAPDH Relative gene expression ALP/GAPDH Relative gene expression

Fosfatasa alcalina
(ALP)

Sialofosfoproteina
dentinaria
(DSPP)

Factor de
transcripcion
involucrado en la
diferenciacion
osteoblastica y la
morfogénesis
esquelética
(RUNX2)

Runx2/GAPDH Relative gene expression

Colageno tipo 1
(Col1A1)

ON/GAPDH Relative gene expression

Osteonectina
(ON)

Figura 30. Expresion de marcadores osteo-odontogénicos por parte de las DPSCs tras
su cultivo junto a los materiales de estudio, y posteriormente analizadas mediante RT-

gPCR. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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4.9, ENSAYO DE MINERALIZACION

El potencial de mineralizacion mostrado por parte de las DPSCs cultivadas junto con los
materiales de VPT, se observé tras la aplicacién de la tincidon Alizarin Rojo S a los 21 dias.
Los resultados se representan en la Figura 31. En general, todos los materiales

presentaron un potencial de mineralizacién distinto, con diferencias significativas tanto

entre ellos como respecto a los controles de cultivo.

*%

* k%

Abs 405nm

TheraCal PT

identine XP Osteodiff

Figura 31. Resultados de la tincidén con Alizarin Rojo S para el estudio de la formacién
de nédulos mineralizados por parte de las DPSCs cultivadas junto a los materiales y a

los grupos control, analizadas en el dia 21. ** p <0,01; *** p < 0,001.
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En relacion con el control negativo, tanto OsteoDiff (control positivo) como el resto de
materiales exhibieron una capacidad significativamente superior de mineralizacién (***
p < 0,001). En particular, el grupo tratado con Biodentine XP fue quien mostrd un pico
de mineralizacidn significativamente mas alto al ser comparado con el resto de

materiales y controles (*** p < 0,001).

Por otro lado, MTA Angelus y TheraCal PT, también evidenciaron diferencias
significativas tanto entre ellos como respecto al control negativo (*** p < 0,001), en
cambio, al ser ambos comparados con OsteoDiff, fue MTA Angelus quien menores

diferencias mostré (** p < 0,01).

En consonancia con el andlisis estadistico, las imagenes de microscopia muestran la
presencia de un elevado nimero de nddulos calcificados en el cultivo de Biodentine XP,
siendo estos acumulos los que presentan un tamafo mas pronunciado y un color mas
intenso en comparacién con el resto de materiales; ya que en los cultivos de MTA
Angelus y TheraCal PT, aunque las imdgenes reportan cierta presencia de nédulos
mineralizados, estos son de menor tamafio y de un rojo mas claro que los observados
en Biodentine XP, no obstante TheraCal PT presenta tanto en las imagenes como en el
analisis estadistico un leve incremento en su capacidad de mineralizacién al ser

comparado con MTA Angelus.
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5. DISCUSION

5.1. MANTENIMIENTO DE LA VITALIDAD PULPAR

Durante los ultimos afios se ha producido un cambio de paradigma en el manejo de
caries profundas, los traumatismos y en las exposiciones pulpares iatrogénicas, donde
se busca evitar el caracter invasivo de ciertos procedimientos dentales, como el
tratamiento de conductos radiculares (125). Esto ha desembocado en estrategias de
tratamiento menos invasivas basadas en principios biolégicos, que tratan de preservar
la vitalidad pulpar; por ello, a través de la VPT se persigue la eliminacién de la irritacién
microbianay la prevencion de nuevos dafios, mediante técnicas y biomateriales capaces

de proteger y promover la reparacién del complejo dentinopulpar (89).

Tradicionalmente, solo se aconsejaba la realizacion de tratamientos de terapia vital
pulpar, en dientes que presentaban signos y sintomas de pulpitis reversible (126), pero
realmente el diagndstico preciso del estado pulpar es complejo, por lo que cada vez
existe una mayor evidencia a favor de realizar VPT en dientes que presentan un estado
pulpar susceptible de ser clasificado como irreversible (127). En ocasiones la inflamacién
no compromete a la totalidad de la pulpa y se localiza Unicamente en el area afectada,
por lo que al extraer el tejido infectado es posible la conservacidn de la vitalidad pulpar

(128).

No obstante, el control del sangrado tras la eliminacion del tejido infectado es un factor
clave para el mantenimiento de la vitalidad pulpar. Un aumento del sangrado pulpar en
el lugar de exposicion sugiere que la respuesta inflamatoria se extiende de forma mas
profunda en el tejido pulpar, y por tanto se debe continuar eliminando tejido infectado,
hasta intentar lograr el control de la hemorragia, pero si tras ello no se consigue estard
indicado el tratamiento de conductos radiculares (126). El grado de sangrado pulpar es
considerado como un indicador del estado inflamatorio pulpar que puede ayudar en la
toma de decisiones acerca del tratamiento a realizar (125, 129). De este modo, si tras
un periodo de 5 minutos se consigue la hemostasia, la conservacién del tejido pulpar
restante estd indicada, y por tanto el siguiente factor a considerar es la eleccién de los
materiales a emplear para lograr una mayor tasa de éxito de los tratamientos realizados

(89).
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5.2. USO DE MATERIALES EN TERAPIA PULPAR VITAL

Las ultimas décadas han supuesto un notable avance en el estudio y comprension de la
biologia pulpar, aspecto fundamental de la VPT. Asi, gracias a los avances en el estudio
del mecanismo de respuesta dentinopulpar, el enfoque actual se centra en el analisis y
la posible mejora de los materiales empleados en tratamientos destinados a conservar

la vitalidad pulpar (130).

En la literatura cientifica, se observa un creciente niUmero de articulos acerca de los
materiales utilizados en VPT. Sin embargo, son multiples los materiales que aparecen de
manera constante en el mercado, lo que hace necesario realizar estudios no solo que
evallen su eficacia y tasa de éxito, sino también sus propiedades de biocompatibilidad
y bioactividad. Es por ello que el presente estudio examina dichas propiedades

bioldgicas a través de una serie de ensayos experimentales.

Actualmente, el MTA es uno de los materiales mads utilizados en la mayoria de los
tratamientos de VPT, no obstante, en los ultimos afios han surgido nuevos materiales a
base de silicato de calcio con el fin de mejorar las propiedades del MTA (131, 132); como

es el caso del Biodentine.

Hoy en dia los estudios apenas muestran diferencias significativas entre MTA vy
Biodentine, ni entre las tasas de éxito (112, 133-136), ni entre las propiedades de

biocompatibilidad y bioactividad (137).

En este contexto, las propiedades del nuevo Biodentine XP, Unicamente han sido objeto
de estudio por Cassiano y cols. (138), quienes evaluaron de forma conjunta tanto sus
propiedades fisicoquimicas como ciertas propiedades bioldgicas (ensayo XTT y qPCR).
Por ello, en la presente investigacién se ha realizado un exhaustivo andlisis in vitro de
las propiedades biolégicas de dicho material, y a su vez se han comparado con las de
otros materiales sobre los que existe una mayor bibliografia como MTA Angelus y

TheraCal PT.
5.3. SOBRE EL METODO IN VITRO

El método in vitro llevado a cabo durante la presente investigacidn es considerado como

el primer escaldn a la hora de analizar las propiedades biolégicas de los materiales (139).
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Es evidente que el factor mas importante y que distingue a un biomaterial de otro
material, es su capacidad para coexistir en contacto con los tejidos sobre los que se
coloca dicho biomaterial, por lo que el andlisis de su biocompatibilidad es un hecho
transcendental (120). Posteriormente, en funcidn de los resultados obtenidos tras el
analisis in vitro, sera cuando se decida si se pasa a la parte de ensayos in vivo y
finalmente a las pruebas clinicas, de modo que este proceso es obligatorio para

garantizar la seguridad bioldgica de los materiales odontoldgicos empleados (140).

La metodologia in vitro, se trata de un procedimiento relativamente rapido, sencillo, de
cardcter replicable, y con capacidad tanto para controlar el entorno del interfaz célula-
material, como para medir la respuesta celular de forma precisa. Sin embargo, se trata
de una técnica cuyos resultados clinicos son cuestionables ya que las condiciones
simuladas no son idénticas a las que se obtendrian empleando el método in vivo. Es por
esto, que los ensayos realizados in vitro precisan de un mayor nimero de investigaciones
antes de poder establecer conclusiones sélidas. Lo ideal seria una combinacién de
ensayos in vitro, in vivo y clinicos; para obtener unos resultados altamente satisfactorios

(141).

Asi, existen estudios como el de Lee y cols. (142), y Pedano y cols. (143), que analizaron
el potencial de remineralizacién 6sea y dental de las DPSCs en presencia de ciertos
materiales, mostrando correlacién entre los resultados tras analizar simultaneamente

los ensayos tanto in vitro como in vivo.

Nuestro estudio se baso estrictamente en la normativa internacional sobre la evaluacion
biolégica de los productos sanitarios biolégicos respecto a dispositivos médicos (ISO
10993:2009), donde se establecen los protocolos a seguir tanto para la preparacion de
las muestras y materiales de referencia, como para la realizacién de los ensayos in vitro
de citotoxicidad; estableciéndose la obligatoriedad de realizar siempre que sea posible
ensayos in vitro previos. Se trata de una normativa ampliamente utilizada que ayuda a
simular de forma aproximada la situacién clinica real, siendo por tanto utilizada en las
investigaciones odontoldgicas que impliquen elementos que puedan conllevar riesgos

bioldgicos como la citotoxicidad celular (144, 145).
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5.4. SOBRE EL USO DE CELULAS MADRE DE LA PULPA DENTAL

Este estudio se ha llevado a cabo empleando DPSCs, ya que son consideradas como las
candidatas ideales para la reparacién y regeneracion del tejido pulpar dafiado. Son
células de facil acceso, que se pueden obtener de extracciones de terceros molares
sanos o de piezas extraidas por indicacidon ortoddncica. Las células madre pulpares
destacan por su alto potencial de diferenciacién, su facil cultivo y su baja morbilidad
(146, 147), caracteristicas que han puesto en evidencia como las DPSCs pueden ayudar
en la reparacion del complejo dentinopulpar; efecto que en multiples ocasiones se ve
favorecido al entrar en contacto con las moléculas bioactivas de ciertos materiales (146,

148).

Sin embargo, la capacidad de diferenciacion odontogénica de las DPSCs es un
mecanismo complejo en el cual participan multiples vias de sefializacién como las vias
Wnt, BMP/Smad, MAPK, NF-Kb, PI3K/AKT/mTOR, vias de sefializacién de Notch y las vias

de sefializacidn paralelas multipath (149).

El potencial dentinogénico de las DPSCs, es una parte fundamental de la base bioldgica
de la VPT, por ello se busca que los materiales promuevan la diferenciacidon de las células
madre de la pulpa en células similares a odontoblastos. El objetivo es lograr la formacion
de dentina terciaria, y tratar de favorecer el pronédstico de los tratamientos de terapia
vital pulpar. Este proceso estd regulado por factores de crecimiento y reguladores
transcripcionales tales como: BMP, TGF, FGF y Wnt; cuyo papel es la produccion de

dentina reparadora (35, 150).

El uso de las células madre pulpares es esencial en aquellas investigaciones que tratan
de evaluar las propiedades de los materiales empleados en VPT. Dichas células
participan en los procesos de reparacién del complejo dentinopulpar y presentan
condiciones histolégicas que permiten una evaluacion precisa de las propiedades de
bioactividad y biocompatibilidad que exhiben los materiales al entrar en contacto con

las células pulpares.
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5.5. SOBRE LA ACTIVIDAD METABOLICA CELULAR

El ensayo MTT se basa en la capacidad de las células para a través de la accién
mitocondrial reducir y convertir la sal de tetrazolio MTT en cristales de formazan, una
sustancia purpura altamente lipofilica, cuya concentracidn se determina por medio del
analisis fotométrico de la placa y tras el cual se obtiene un dato que se correlaciona con
el nimero de células metabdlicamente activas (151, 152). Ademas, es necesario que las
células se encuentren en un intervalo de crecimiento exponencial (153), por lo que en
el presente estudio se compararon los resultados obtenidos en el ensayo a las 24, 48 y
72 horas. Este ensayo, es considerado una forma indirecta de cuantificar la proliferacion

celular (154).

Los hallazgos obtenidos reflejan como MTA Angelus y Biodentine XP tienden a aumentar
la actividad metabdlica celular con el tiempo (proliferacién), ya sea en su forma sin diluir
o en las diluciones 1:2 y 1:4. En cambio, TheraCal PT sin diluir presenté durante los tres
intervalos de tiempo evaluados valores semejantes de actividad y por lo tanto de
viabilidad celular; sin embargo, cuando se analizé en dilucién mostré especialmente tras
72 horas en dilucién 1:4 un aumento de la proliferacion celular, aunque menos
acentuado que los observados en MTA Angelus y Biodentine XP. Por lo que TheraCal PT,
tanto en su forma sin diluir como en dilucién 1:2, presentd diferencias claramente
significativas respecto al control (*** p < 0,001), mostrando una menor actividad
metabdlica celular; Unicamente cuando la dilucién pasé a ser 1:4, las diferencias se

observaron ligeramente reducidas (* p < 0.05) a las 72 horas.

Estos resultados coinciden con los observados en el estudio realizado por Sanz y cols.,
donde la actividad metabdlica celular aumentd cuanto mas diluidos se encontraban los
materiales y mayor intervalo de tiempo de cultivo transcurria, especialmente dicho
estudio evalto la viabilidad celular del TheraCal PT (118). De igual forma Lozano-Guillén
y cols. (132), analizaron la viabilidad celular del MTA, y concluyeron al igual que Sanz y
cols., que con el tiempo la actividad metabdlica celular se veia claramente aumentada
sin observarse diferencias significativas con el control, tampoco observd diferencias
significativas con el control el estudio realizado por Khedmat y cols. (155), que analizé

la actividad metabdlica del MTA Angelus durante 14 dias.
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En el estudio de Rodriguez-Lozano y cols. (117), se realizdé una comparacién entre MTA
Angelus y TheraCal PT, exhibiendo ambos resultados similares de actividad metabdlica
a los obtenidos en nuestro estudio, no evidencidndose diferencias significativas en MTA
Angelus al ser comparado con el control positivo; pero si observandose en TheraCal PT
(*** p<0,001) al realizar la comparativa con el grupo control, tanto en la forma sin diluir

como en dilucién 1:2.

Por otro lado, existen estudios discordantes con los resultados expuestos por los autores
anteriores, y que de igual modo tampoco siguen la linea obtenida en nuestra
investigacion, como el articulo de Kiiden y cols. (156), donde tanto MTA Angelus como
TheraCal PT mostraron unas tasas de actividad metabdlica celular significativamente
menores que las observadas por el grupo control. No obstante, en consonancia con
nuestro estudio si que se observé una mayor actividad metabdlica celular en presencia
de MTA Angelus respecto a TheraCal PT. Sin embargo, tal estudio tiene una serie de
diferencias respecto a los anteriores, ya que el ensayo empleado para la medicién de la
actividad metabdlica en dicho caso fue el WST-1 (sal de tetrazolio soluble en agua) un
método con menor citotoxicidad, que no requiere el uso de solventes adicionales para
la medicion de la absorbancia. Ademas, el estudio Unicamente evalto a los materiales
en la forma 1:1, por lo que los resultados no son del todo equiparables a los obtenidos
en nuestro estudio. De igual forma ocurrié con el estudio de Panda y cols. (157), donde
aungue el método empleado fue el MTT y los intervalos de tiempo analizados coinciden
con los llevados a cabos en la presente investigacién, los materiales Unicamente se
evaluaron sin diluir; y todos ellos, excepto TheraCal PT, disminuyeron su actividad
metabdlica con el tiempo, siendo este el Unico estudio observado donde TheraCal PT

mostré una actividad metabdlica superior a la evidenciada en MTA Angelus.

En nuestra investigacion, la mayor viabilidad celular fue observada en aquellas células
cultivadas junto a MTA Angelus y Biodentine XP, concretamente a las 72 horas cuando

se encontraron en dilucién 1:4, siendo los valores equiparables a los del control.

Actualmente, no existen estudios suficientes que evalien la biocompatibilidad del
nuevo Biodentine XP, Unicamente se ha logrado comparar con la reciente publicacién
de Cassiano y cols. (138), quien empled el ensayo XTT para analizar la viabilidad celular

de Biodentine XP, Bio-C Repair y Endosequence RRM Fast Set; cultivados junto a DPSCs
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donde ademas se compard con la posible afectacion del acido lipoteicoico, concluyendo
finalmente que todos los materiales empleados mantenian la viabilidad celular, sin que

la presencia del LTA afectase en la misma.

En cambio, si existe evidencia que equipare el uso de Biodentine convencional con el
MTA e incluso se ha observado la mejora ciertas propiedades fisicas y bioldgicas del
Biodentine frente al MTA (158), presentando ambos una actividad metabdlica celular
equiparable donde en la mayoria de los casos no se observan diferencias significativas
entre MTA Angelus y Biodentine, como se observa en el estudio realizados por Omidi y
cols. (159), donde tras 72 horas de cultivo no se apreciaron diferencias significativas

entre los materiales, no obstante dicho estudio se realizdé con materiales sin diluir.

Otro estudio, realizado recientemente por Novotna y cols. (160), compard Biodentine
convencional y TheraCal PT, en este caso en vez de DPSCs emplearon fibroblastos de
ratdn para llevar a cabo el cultivo, y tras 24 horas el ensayo de MTT reflejé como al ir
disminuyendo la concentraciéon de TheraCal PT los resultados eran cada vez mas
similares a los obtenidos con Biodentine, observandose una actividad metabdlica
significativamente reducida en las diluciones 1:1, 1:2 y 1:4, Unicamente no se observd
dicha diferencia cuando la dilucion paso a ser del 10%, no obstante dicho estudio para
poder ser realmente comparado con el nuestro precisaria de un mayor nimero de

intervalos de tiempo analizados, asi como idealmente testar los materiales en DPSCs.

Los resultados de forma global sugieren que el uso de estos materiales aumenta la
viabilidad celular con el tiempo, sin embargo, son necesarios mas estudios que analicen
y comparen la actividad metabdlica especialmente de Biodentine y sus nuevas formas

comerciales, para poder realmente equiparar sus efectos a los del MTA.
5.6. SOBRE LA MIGRACION CELULAR

El mecanismo de migracién celular es un procedimiento complejo en el que participan
multiples factores de crecimiento, asi como quimiocinas y esfingosinas, con el fin de que
las DPSCs se movilicen a través de la matriz extracelular hasta el lugar de la lesidn para
lograr el cierre de la herida. Este proceso esta influenciado por el microambiente local
del tejido afectado, el estado inflamatorio y los materiales restauradores empleados

(161, 162).
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Por lo que debido a la influencia que tienen los materiales sobre las células a la hora de
desplazarse hasta la zona dafiada, se ha probado la afectacién que producen MTA
Angelus, TheraCal PT y el nuevo Biodentine XP sobre la migracién celular. Ademas, para
una mejor simulacion de las condiciones bioldgicas se llevaron a cabo diferentes
diluciones, por un lado 1:1 para aquellos casos en los que el material estd sobre la pulpa,
y por otro lado diluciones 1:2 y 1:4 simulando los casos en los que el material se emplea

para tratamientos pulpares indirectos.

Son multiples los estudios que emplean la migracién celular para evaluar la capacidad
de cicatrizaciéon de las DPSCs cuando entran en contacto con otros materiales (119, 132,
163, 164), y a pesar de que existen varias técnicas para su analisis (161), la mayoria de
las investigaciones emplean la técnica de “woundhealing” (ensayo de herida). Sin
embargo, Omidiy cols. (159), emplearon el sistema Transwell para analizar la capacidad
de migracion tras 24 horas de MTA Angelus, TheraCal LC, CEM y Biodentine, siendo los

dos ultimos materiales los que presentaron mejores resultados.

En nuestro estudio se empled técnica “woundhealing”, pudiéndose observar cdmo al
utilizar los materiales en dilucién 1:2 o 1:4 no existieron diferencias significativas
respecto al control en ninguno de los tres intervalos de tiempo analizados. En cambio,
MTA Angelus fue el Unico material que no present6 diferencias en su forma sin diluir; ya
gue tanto TheraCal PT como Biodentine XP cuando se encuentran en proporcién 1:1

muestran una reduccidn significativa en el porcentaje de herida abierta.

Varias publicaciones recientes llevaron a cabo procedimientos metodoldgicos idénticos
a los efectuados en la presente investigacidn, obteniéndose en los estudios resultados
semejantes a los nuestros. Por un lado, Rodriguez-Lozano y cols. (117), al comparar MTA
Angelus con TheraCal LC y TheraCal PT, tampoco encontrd diferencias entre MTA
Angelus y el control en ningun periodo de tiempo ni dilucién; pero si al comparar
TheraCal PT sin diluir con el control, en los tres intervalos de tiempo, en cambio en
nuestro estudio solo se observé a las 48 y 72 horas. Ademads, también reportaron una
ligera reduccion en la capacidad de cicatrizacién en la dilucién 1:2, que no fue reportada
ni en nuestro estudio, ni en el publicado por Sanz y cols. (118), que no llegd a evidenciar
afectacién en la capacidad de cicatrizacion cuando TheraCal PT se encontraba en

dilucién 1:2 y 1:4; evalud también la capacidad de otros materiales como TheraCal LC,
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que afectd negativamente a la migracion celular, y de Biodentine, que presentd una
respuesta positiva en los tres periodos de tiempo, reduciendo Unicamente la capacidad
de cicatrizacion a las 48 y 72 horas cuando se encontraba sin diluir, por lo que presentd

resultados similares a los obtenidos en nuestro estudio acerca del nuevo Biodentine XP.

Aunque no se hayan encontrado estudios acerca del nuevo material, si existen algunos
articulos que comparan materiales de VPT con el Biodentine convencional, como
Manaspon y cols. (114), que compard Biodentine con Dycal, ProRoot MTAy TheraCal LC,
siendo los mejores resultados obtenidos para MTA y Biodentine. Siguiendo la misma
linea, Tomas-Catala y cols. (165), compararon el Biodentine con Neo MTA y MTA Repair
HP, mostrando una clara superioridad el Biodentine, ya que logré el cierre de la herida
de una forma significativamente mads rapida que el MTA y el control, especialmente en

dilucion 1:2y 1:4.

De forma global los nuevos materiales empleados en terapia vital pulpar buscan la
liberacion de sustancias que favorezcan el cierre de las heridas, por lo que este tipo de
ensayos son necesarios para intentar analizar el comportamiento de los materiales

sobre las células y su afectacidn en la cicatrizacion de heridas.

5.7. SOBRE EL ANALISIS MORFOLOGICO POR
INMUNOFLUORESCENCIA.

La morfologia celular representa un signo de ausencia o no de citotoxicidad, puesto que
la presencia de elementos citotdxicos en los materiales dentales puede afectar a la
integridad celular, y por ende provocar la contraccién del citoesqueleto de actina, la
aparicién de nucleos picndticos y una disminucién de células adheridas (121, 166, 167).
La tincidn con faloidina es una técnica comunmente utilizada para el andlisis del estado
del citoplasma, ya que permite visualizar los filamentos de actina presentes en el mismo
(168). A su vez, permite estudiar los efectos sobre los nucleos celulares, usualmente se
emplea la tincién DAPI (169), con el fin de obtener conclusiones sobre la influencia de

los nuevos biomateriales sobre la morfologia celular.

En consonancia con lo obtenido en las mencionadas pruebas, en el caso de TheraCal PT
sin diluir, se observd una menor presencia de células viables, sin embargo, este
fenémeno fue mitigdndose conforme fue aumentando la dilucién de TheraCal PT.
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La presencia de resina en la composicién de TheraCal PT, podria ser el condicionante de
estos resultados. De hecho, en estudios previos se ha podido comprobar que, aunque la
evolucidn de TheraCal PT supera las propiedades bioldgicas de TheraCal LC no llega aln
a las 6ptimas propiedades de Biodentine o MTA Angelus (117, 118). En ambos estudios
el andlisis de inmunofluorescencia evalud la organizacién citoesquelética de DPSCs
expuestas a diferentes diluciones de TheraCal PT, TheraCal LC, MTA Angelus y
Biodentine. TheraCal PT y Biodentine en diluciones 1:2 y 1:4 mostraron filamentos de
actina bien organizados, morfologia similar a fibroblastos y alto contenido de actina F,
lo que indica una buena adhesién y diseminacién celular, similar al grupo de control. Las
células tratadas con MTA Angelus exhibieron una fuerte integridad citoesquelética, con
una gran cantidad de células similares a fibroblastos adheridas y bien diseminadas,
particularmente en diluciones 1:1 y 1:2, lo que confirma sus propiedades bioactivas

superiores para la terapia de la pulpa vital frente a los otros biomateriales.

Por el contrario, las células tratadas con TheraCal LC mostraron una morfologia
aberrante y una organizacidon citoesquelética reducida, particularmente en
concentraciones mas altas (1:1 y 1:2), lo que indica una citocompatibilidad deficiente.
Aunque se observd cierta mejora en la adhesién y propagacion celular con una dilucion
1:4, siguid siendo inferior a los otros materiales probados. La intensidad de la tincidon
con actina F en MTA Angelus y Biodentine confirmad su baja citotoxicidad y su capacidad
para apoyar la union y diferenciacion celular, lo que los convierte en opciones dptimas
para la curacién de la pulpa (117, 118); en cambio, la adicién de resinas a los materiales
de silicato de calcio, puede desencadenar cuadros de citotoxicidad pulpar que alteren
los resultados de los tratamientos efectuados y que por tanto comprometan la vitalidad

pulpar (115).

En general, MTA Angelus exhibid la mejor organizacion citoesquelética, seguido de
TheraCal PT y Biodentine, mientras que TheraCal LC evidencid la biocompatibilidad mas
baja. Estos hallazgos enfatizan la importancia de seleccionar materiales bioactivos que
promuevan la integridad de los filamentos de actina y la adhesidn celular para garantizar

una reparacion/regeneracion éptima del tejido pulpar en los procedimientos VPT (118).

Existen también estudios como el de Lozano-Guillén y cols. (132), que siguen una

metodologia similar a la empleada en nuestra investigacion, para tratar de evaluar
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mediante la técnica de inmunofluorescencia, distintas formas comerciales de MTA; tras
su analisis, todas ellas exhibieron una morfologia celular similar al control, al igual que

ocurridé tanto en nuestro estudio como en los mencionados anteriormente.

Otros autores, efectuaron una comparativa acerca de la integridad citoesquelética
exhibida por ciertos materiales basados en silicato de calcio, entre los que se
encontraban ProRoot MTA y Biodentine convencional, ambos estudios mostraron para
ProRoot MTA una morfologia celular extendida y filamentos actina F similares a los
observados en el grupo control (121, 170). En cambio, los resultados expuestos para
Biodentine no fueron coincidentes entre ambos autores, ya que Ghilottiy cols. (121), no
evidenciaron cambios morfoldégicos en Biodentine 1:1 respecto al control, y sin
embargo, Bossu y cols. (170), tras el andlisis de inmunofluorescencia realizado sobre
células de sarcoma osteogénico humano (Sa0S-2), evidenciaron una ligera alteracion en
la morfologia celular, al realizar la comparativa entre Biodentine sin diluir y el grupo
control, no siendo asi cuando Biodentine se presentaba en dilucién 1:4, ya que en tal
caso los resultados presentaban una integridad citoesquelética similar al control; no
obstante, estos ultimos resultados coinciden con lo observado en la presente
investigacion, ya que cuando Biodentine se analizd en la concentracién mas baja (1:4),
este presentd el mayor grado de similitud en cuanto a morfologia celular al ser

comparado con el control.

5.8. SOBRE LA COMPOSICION QUIMICA DE LOS MATERIALES Y SU
RELACION EN LA ADHESION Y MORFOLOGIA CELULAR.

El comportamiento de las DPSCs en contacto con los materiales de estudio, asi como la
composicidn quimica presentada por dichos materiales, requiere de la precisién de la
microscopia electrénica de barrido (SEM), ya que permite la observaciéon de las
microestructuras de los materiales, y ademas al emplearse de forma conjunta con EDX
permite obtener informacién adicional acerca de la composicion de los materiales (171),
ambas caracteristicas desempenan un papel relevante en el andlisis de la
biocompatibilidad de los materiales, puesto que permiten la observacién de las

interacciones morfoldgicas entre las células y los materiales de estudio (172).
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De acuerdo con los hallazgos obtenidos en los anteriores ensayos de la investigacion, el
anadlisis del SEM aportd informacién adicional acerca de la adaptacion celular a la
superficie de los materiales mediante filopodios celulares. Todos los materiales
analizados presentaron células adheridas, aunque MTA Angelus fue quien mayor
adhesién e interconexiones celulares mostré, seguido de Biodentine XP, y en menor
medida de TheraCal PT, este ultimo apenas evidencid células adheridas a la superficie
de estudio. Estos resultados parecen asociados a la composicién de los materiales,
puesto que tras el analisis EDX principalmente se observé la destacada presencia de
calcio, oxigeno y carbono en los materiales; siendo los iones calcio liberados por los

materiales un factor clave en la formacion del puente dentinario (173).

En general, son varios los autores que han empleado la técnica de microscopia
electrénica de barrido junto a la espectrometria dispersiva de rayos X para analizar las

propiedades de los materiales dentales pulpares (117, 121, 132, 171, 173-176).

Los estudios realizados por Lozano-Guillén y cols. (132), y Tomas-Catala y cols. (176),
acerca de diversos materiales basados en MTA, concluyeron al igual que nuestro estudio
la presencia de numerosas DPSCs adheridas a las superficies estudiadas formando
amplias redes de células interconectadas, siendo MTA Angelus, quien mayor confluencia
celular evidencio; a su vez el analisis EDX mostré en todos los materiales analizados

elevados picos de calcio.

Rodriguez-Lozano y cols. (117), observaron al igual que los autores anteriormente,
mencionados elevados picos de calcio tras el andlisis EDX sobre la superficie de MTA
Angelus, en cambio cuando estos datos fueron comparados con TheraCal LC y TheraCal
PT, ambos materiales presentaron bajos porcentajes de ion calcio, siendo estos
resultados equiparables a los obtenidos por Kiiden y cols. (156), quienes tras analizar
dichos materiales reflejaron altos valores calcicos en MTA Angelus pero bajos para
TheraCal. No obstante, Rodriguez-Lozano y cols. profundizaron en el andlisis de la
adaptacion celular sobre la superficie de los materiales mediante SEM y evidenciaron
una gran adhesion celular sobre la superficie de MTA Angelus; en cambio cuando estos
datos fueron comparados con TheraCal LC y TheraCal PT, el primero evidencié escasas

células sobre su superficie estudiada, pudiendo evidenciar una situacion de muerte
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celular, sin embargo, TheraCal PT reflejo6 resultados moderadamente superiores,

pudiendo ser estos datos equiparables a los obtenidos en nuestro estudio.

Existen otros estudios que a pesar de no investigar acerca de la adhesion a la superficie
de los materiales mediante microscopia electréonica de barrido, si analizaron los
componentes de los materiales mediante la técnica EDX. En la mayoria de casos, los
autores reflejaron los mayores picos de ion calcio en la forma convencional de
Biodentine, como se observa en las publicaciones de Anthrayose y cols. (173), quien tras
14 dias de cultivo en agua desionizada a 372C mostré un porcentaje 42,59%; en cambio
Sismanoglu y cols. (174), cultivaron células procedentes de germen dental porcino
durante 24 horas sobre diversos materiales, y del mismo modo el valor mas alto de Ca?*
se observd en Biodentine con una cifra del 33,5%. Por su parte, Kunert y cols. (175),
publicaron en consonancia con lo anterior y tras un intervalo de cultivo de 1 dia y 28 dias
sobre fragmentos de dentina humana, como Biodentine presentd los valores mas altos
de calcio de todos los materiales analizados con un porcentaje de 44,73% y 35,09%
respectivamente, estos resultados se pueden equiparar a los obtenidos en nuestro
estudio, a pesar de que en nuestro caso el periodo de cultivo fue de 72 horas y se
emplearon DPSCs, el valor maximo de ion calcio tras el EDX se observé en Biodentine XP

con un porcentaje de 44,04%.

Aun asi tras los datos obtenidos con el ensayo SEM-EDX, hay que tener en cuenta que
existen otros métodos analiticos complementarios que ayudan a distinguir picos de
hidréxido de calcio y fases cristalinas en los materiales, como son el andlisis de difraccién
de rayos X (XRD) y la espectroscopia de infrarrojo con transformadora de Fourier por
reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) que han sido empleados en diversos estudios
sobre materiales dentales, aportando informacién adicional sobre la estructura quimica
y cristalina de los materiales, ayudando a determinar la biocompatibilidad de los mismos

(171, 173, 175, 177).
5.9. SOBRE EL ICP-MS

La espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente, permite detectar los
niveles totales de iones liberados por el objeto de estudio, ayudando a identificar la

presencia de elementos tdxicos en los tejidos del organismo; por lo que dicha técnica es
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cada vez mas empleada en el ambito sanitario para intentar mejorar la biovigilancia

celular (178).

En este caso se empled el ensayo ICP-MS como técnica complementaria al SEM-EDX, con
el fin de cuantificar la cantidad total de iones liberados al medio por los materiales.
Ambas técnicas, coincidieron en la presencia y liberacién de iones calcio en todos los
materiales estudiados, pese a ello, tras el ICP-MS se observd la mayor liberacién de
calcio en TheraCal PT, hecho que difiere de los resultados expuestos tras el SEM-EDX.
Sin embargo, coincide con lo observado en el estudio de Rodriguez-Lozano y cols., donde
tras la espectrometria de masas el mayor pico de calcio fue observado en TheraCal PT

(117).

En general, la capacidad de liberacion de iones esta relacionada con las propiedades de
los materiales, por lo que la presencia de iones calcio es un factor clave para el éxito de
los procedimientos de terapia vital pulpar, debido a su impacto sobre la diferenciacién

de las células madre dentales (179).

No obstante, la alta liberacidn de iones calcio estuvo acompafiada a su vez de la notable
presencia de iones silicio, cuyos picos fueron observados tanto en Biodentine XP como
en MTA Angelus; Tomas-Catala y cols. publicaron dos articulos donde comparan MTA
Repair HP y NeoMTA Plus, con la forma convencional de Biodentine (165) y con MTA
Angelus (176), ambos articulos evidenciaron tasas mas elevadas de liberacién de iones
silicio en los ultimos materiales testados, siendo Biodentine quien mayor liberacién

mostro, hechos coincidentes con lo observado en los resultados de nuestro estudio.

Ademas del calcio, el silicio, es uno de los oligoelementos mas importantes del cuerpo
humano, ya que participa en el proceso de mineralizacién y crecimiento éseo, por lo que
con el fin de aprovechar sus caracteristicas se ha incorporado, junto con los iones calcio,
en numerosos biomateriales para potenciar su bioactividad, de modo que existen
estudios que corroboran como la liberacién de iones silicio por parte de los materiales

estimula la diferenciacién osteogénica (180, 181).

Asimismo, existen otros autores que tras el ICP-MS tratan de identificar la presencia de
elementos con potencial de toxicidad en los biomateriales dentales. Simsek y cols.,

evaluaron una serie de materiales dentales, entre los que se encontraba la forma
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convencional de Biodentine, y analizaron la posible presencia de elementos
carcinégenos (plomo, cromo y berilio) y neurotéxicos (aluminio) en tejidos de cerebro,
higado y rifidn de rata; concluyendo la ausencia de cantidades susceptibles de provocar
dafios toxicoldgicos (182). Una metodologia similar fue seguida por Janini y cols. (183),
quienes emplearon muestras renales de rata para analizar la presencia de acimulos de
metales procedentes de los elementos radiopacificadores de multiples materiales

dentales, siendo Biodentine, el material que mayor estabilidad renal mostro.

En contraposicién Jang y cols. (184), publicaron acerca de una comparativa entre MTA,
BioAggregate y Biodentine donde tras el ICP-MS, Biodentine mostré niveles
significativamente altos de arsénico, cobre, hierro, manganeso y zinc; pudiendo esto
afectar a la citotoxicidad celular y a la decoloracion del material. Sin embargo, no existen
mas informes que reporten resultados similares a estos, ya que como se ha observado
a lo largo del andlisis de la espectrometria, y como concluye Camilleri y cols. (185), tras
analizar MTA Angelus, BioAggregate y Biodentine; los materiales dentales basados en
silicato de calcio liberan cantidades minimas de oligoelementos tdxicos, siendo en

general materiales altamente biocompatibles.
5.10. SOBRE LA APOPTOSIS CELULAR

El andlisis de la apoptosis y necrosis celular observada en las DPSCs tras su contacto con
los materiales de estudio, se realizd a través de la citometria de flujo con la tincidn
Anexina V/7-amino-actinomicina, que permite diferenciar la apoptosis temprana vy
tardia de la necrosis celular, esto se debe a que las células apoptdticas tempranas
expresan en la capa externa de la membrana plasmatica, fosfatidilserina, un fosfolipido
gue se puede detectar mediante la Anexina V; en cambio, cuando las células pierden la
integridad de la membrana celular, se convierten en permeables a ciertos colorantes
vitales como el 7-AAD, permitiendo diferenciar células tanto apoptéticas tardias como

necroticas (186, 187).

Las caracteristicas de este método hacen que sea ampliamente utilizado para evaluar la
biocompatibilidad in vitro de ciertos materiales dentales como: adhesivos (188, 189),

cementos de resina (190) o el perdxido de hidrégeno (191) .
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Asi pues, en nuestra investigacion, se empled con el fin de analizar los valores
producidos por ciertos materiales empleados en VPT, observdndose como tras
comparar los resultados del ensayo, Biodentine XP fue el material que mejores tasas de
viabilidad celular evidencié, mostrando en todas las concentraciones datos muy
préximos a los del control. En cambio, TheraCal PT, a pesar de expresar datos altamente
aceptables, fue el material con mayor niumero de células apoptéticas; resultados que
pueden estar asociados a la liberacién de sustancias citotdxicas procedentes de la resina
presente en el material. No obstante, los resultados de este ensayo siguen la linea
observada tras el analisis de MTT y de la migracidn celular, donde TheraCal PT mostré
una menor capacidad de respuesta celular, siendo Biodentine XP y MTA Angelus los

materiales que mejores resultados reportaron.

Estos resultados siguen mostrando consonancia con los datos obtenidos tanto por
Rodriguez-Lozano y cols. (117), como por Sanz y cols. (118), cuyos resultados fueron
practicamente idénticos a los observados en nuestro estudio, donde la mayor viabilidad
celular se logré en la forma mas diluida de los materiales. En contraposicion, existe un
articulo publicado por Rodrigues y cols., que tras analizar los valores de
apoptosis/necrosis celular producidos en presencia de MTA Plus y MTA Angelus en
dilucién 1:8 a las 24 horas de cultivo, observaron un ligero aumento significativo en el
porcentaje de células necrdéticas en ambos materiales, lo cual puede estar asociado con
alteraciones en el pH del medio, y que esto genere un estrés quimico con capacidad para

afectar a la integridad de la membrana celular (192).

Otros autores, ejecutaron el ensayo de apoptosis celular realizando una comparativa
entre diferentes intervalos de tiempo, donde las DPSCs estaban en contacto con

materiales dentales bioactivos (116, 193).

Kunert y cols. (116), evaluaron durante 24 y 48 horas los resultados obtenidos en
distintos materiales de recubrimiento pulpar, entre los que se encontraban: TheraCal
LC, ProRoot MTA, MTA Angelus, Biodentine, ACTIVA BioACTIVE y Predicta Bioactive. Tras
su estudio, fue TheraCal LC quien reflejé un aumento significativo en el porcentaje de
células apoptéticas en ambos periodos de tiempo. Ademas, también se observé como a

las 48 horas ProRoot MTA presentd un ligero descenso de células viables, pero sin llegar
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a evidenciarse diferencias significativas. En cambio, el resto de materiales presentaron

en ambos intervalos valores semejantes de viabilidad celular.

Por su parte, Birant y cols. (193), tras comparar los datos obtenidos de ProRoot MTA,
Neo MTA Plus y Biodentine convencional, evidenciaron como la forma convencional de
Biodentine mostré los mejores resultados del estudio, siendo este el material que
presentd una mayor viabilidad celular y un menor nimero de células apoptéticas,
especialmente a los 7 dias. Sin embargo, no se llegaron a evidenciar diferencias

significativas entre los intervalos de tiempo examinados.
5.11. SOBRE LA LIBERACION DE ROS

El estudio de la liberacion de especies reactivas de oxigeno se realizd con el fin de
complementar los datos obtenidos tras el ensayo de apoptosis/necrosis celular; dichas
especies tienen capacidad para generarse tanto de forma enddgena, como a partir de
interacciones con fuentes exdgenas, como podrian ser los materiales de estudio,
ademads son moléculas de sefializacion fundamentales en procesos como la apoptosis,
proliferaciéon y supervivencia celular (194). Por lo que, el aumento tanto de la
citotoxicidad como de la genotoxicidad celular puede estar asociado con el estrés
oxidativo producido por los materiales, lo que conlleva valores mas elevados de ROS,
gue resultan en dafos significativos a las estructuras celulares que pueden desembocar

en muerte celular (195-197).

El analisis de la produccién de ROS en las DPSCs al entrar en contacto con los materiales
estudiados, reflej6 como Biodentine XP en todas sus diluciones expresé valores muy
similares al control, en cambio tanto MTA Angelus como TheraCal PT, evidenciaron un
porcentaje de ROS aumentado significativamente, datos que coinciden con lo observado
en el ensayo de apoptosis, siendo Biodentine XP el material con mejores resultados
respecto a viabilidad celular y con menor capacidad para inducir estrés oxidativo.
Siguiendo estos resultados se encuentra el estudio de Sanz y cols. (118), donde al igual
gue en nuestra investigacion Biodentine no mostrd diferencias significativas con el
control, en cambio los resultados obtenidos en su andlisis difieren de los nuestros al
comparar los valores obtenidos para TheraCal PT, en su investigacidon no se observaron

diferencias significativas en las formas diluidas de TheraCal, no obstante, no se han
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observado otros articulos acerca de dicho material que analice su potencial de estrés

oxidativo.

Autores como Chang y cols. (198), llevaron a cabo una técnica similar y evaluaron los
niveles de ROS producidos por las células al entrar en contacto con Biodentine, Ortho-
MTA, MTA Angelus e IRM, todos los materiales excepto IRM exhibieron valores muy
similares sin diferencias significativas por lo que concluyeron, a diferencia de nuestro
estudio, que los valores de MTA Angelus son comparables a la forma convencional de

Biodentine.

En cambio, existen publicaciones de otros autores que llevaron a cabo ciertas
modificaciones metodoldgicas que difieren de la presente investigacion, ya que Bossu y
cols. (170), a pesar de emplear el mismo indicador de estrés oxidativo, utilizaron para su
cultivo células Sa0S-2 y compararon los resultados obtenidos entre ProRoot MTA y
Biodentine, concluyendo que aunque ambos materiales aumentaron la liberacion de
ROS, fue Biodentine quién mayor porcentaje evidencié. En cambio, Victoria-Escandell y
cols. (199), analizaron MTA Angelus, AH-Plus y MTA-Fillapex en DPSCs, empleando
OxyBlot como indicador de estrés oxidativo puesto que tenian como objetivo la
deteccidon de proteinas carboniladas para medir el dafio oxidativo acumulado, tras el

estudio MTA Angelus expresd un menor estrés oxidativo que el resto de materiales.

En general, tras los resultados de los siete experimentos realizados con el fin de evaluar
la biocompatibilidad de los tres materiales, se evidenciaron resultados prometedores

para la nueva férmula comercial de Biodentine XP.
5.12. SOBRE LA CAPACIDAD DE DIFERENCIACION CELULAR

El potencial de diferenciacién osteo-odontogénico de las DPSCs en presencia de los
materiales de estudio, se evalué mediante la cuantificacién de la expresiéon génica
asociada tanto a la formacion ésea como de dentina; para ello se empled la técnica RT-
gPCR, que permite de un modo especifico y extremadamente sensible, determinar el
nivel de expresion de los genes diana (200, 201). Tras la cuantificacion de los resultados,
destacd principalmente la expresidon altamente significativa de los genes fosfatasa
alcalina (ALP) y sialofosfoproteina dentinaria (DSPP), por parte tanto de Biodentine XP

como de MTA Angelus.

96



En cuanto a la fosfatasa alcalina, se trata de un marcador celular que se expresa en las
etapas iniciales de la maduracidn de los osteoblastos y odontoblastos, por lo que ALP es
considerado uno de los marcadores tempranos que aparece en las etapas iniciales de la
diferenciacién odontogénica, presentando un rol clave en la reparacion y calcificacion
de los tejidos dentales dafiados tras lesiones pulpares, ya que estimula al tejido pulpar
para la formacién de matriz dentinaria (174, 202). En la investigacién actual, se puede
observar principalmente a los 3 dias una sobreexpresién significativa de ALP tanto para
MTA Angelus como para Biodentine XP; en cambio a los 7 dias Unicamente se evidencia
para MTA Angelus, tales resultados coinciden con los expresados anteriormente ya que
se trata de un marcador que aparece en etapas iniciales, asimismo estos resultados son
coincidentes con otras publicaciones de materiales basados en silicato de calcio
cultivados junto a DPSCs (117, 118, 138, 155, 203, 204), entre tales publicaciones
destaca Cassiano y cols. (138), quien analizo el potencial de diferenciacién de Biodentine
XP, BIO-C Repair y Endosequence RRM Fast Set durante unos intervalos de 6 y 24 horas,
evidenciando principalmente una regulacién al alza significativa para ALP en el cultivo
de celular que contenia el eluato de Biodentine XP, no obstante también destacé la
presencia de otros marcadores como Col1A1 y RUNX2 tanto en Biodentine como en el
resto de materiales, reflejando el potencial de los materiales basados en silicato de

calcio para promover tanto la remodelacién como la formacién ésea.

La sialofosfoproteina dentinaria (DSPP), es considerada uno de los marcadores
especificos mas relevantes de los odontoblastos, expresandose inicialmente en los pre-
odontoblastos y en las células de la pulpa dental durante el proceso de desarrollo dental,
por lo que esta involucrada tanto en el proceso de diferenciacién, como en Ia
dentinogénesis primaria; a su vez DSPP es una proteina de matriz no coldgena que
aparece muy marcada en los odontoblastos maduros, siendo clave en la prediccion del

potencial de biomineralizacién (203, 205).

En esta investigacion, a los 3 dias de cultivo de las células en presencia de Biodentine
XP, se observa para DSPP el pico maximo de expresién en cuanto a los marcadores
osteo-odontogénicos analizados. No obstante, a los 7 dias, dicha expresién se vio
disminuida, destacando en cambio una regulacién al alza de las células cultivadas junto

a MTA Angelus; por lo que en general, ambos materiales mostraron altos umbrales de
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diferenciacién. Un estudio publicado por Widbiller y cols. (204), empleé materiales
como ProRoot MTA y Biodentine para realizar un cultivo tridimensional directo sobre
DPSCs, tras el cual efectuaron el analisis de diferenciacidn celular analizando un periodo
de tres semanas, en este caso tras 7 dias de cultivo no se apreciaron diferencias
significativas entre los materiales y el control, en cambio tanto a los 7 como a los 14 dias
se evidencié como ambos materiales promovieron la regulacion altamente significativa

de DSPP, hecho que sustenta la presencia de dicha proteina en odontoblastos maduros.

Por otro lado, estudios como el de Koutrouli y cols. (203), tras evaluar el potencial de
diferenciacién tanto de MTA como de Biodentine, concluyeron al igual que en nuestro
analisis y en el publicado por Sanz y cols. (118), como DSPP mostrd valores de expresién
significativamente amentados en comparacion con MTA, especialmente a los 3 dias de
cultivo, concluyendo un mayor potencial de diferenciacién celular por parte de
Biodentine en comparacion con MTA, ya que todos los marcadores investigados fueron

altamente expresados por la forma convencional de Biodentine.

Siguiendo la linea de estas investigaciones, Wang y cols. (206), estudiaron la capacidad
de diferenciacién celular producida por Biodentine al entrar en contacto con DPSCs de
tres grupos de edad diferentes, finalmente evidenciaron como a pesar de existir una
disminucion de sus propiedades al entrar en contacto con los grupos de edad mas
avanzados, Biodentine continué promoviendo de forma significativa la diferenciacion

osteo-odontogénica.
5.13. SOBRE LA FORMACION DE NODULOS CALCIFICADOS

El potencial de induccion de mineralizacion de los materiales empleados en los
tratamientos englobados en VPT, es un indicador transcendental para analizar las
propiedades bioactivas de los materiales de estudio, ya que la formacion de puentes
dentinarios ayudar a proteger la vitalidad de los tejidos pulpares dafiados (207). Para
evaluar dichas caracteristicas, se empled la tincidn Alizarin Rojo S, que permite analizar
de forma tanto cualitativa como cuantitativa la formacion de nddulos calcificados (145,

208).

En la presente investigacion, tras 21 dias de cultivo se observaron valores

significativamente elevados indicativos de una alta presencia de nédulos calcificados en
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las DPSCs cultivadas junto a Biodentine XP, a su vez este fue el material que mayor
intensidad colorimétrica presentd, en comparacion con las células no tratadas y aquellas
tratadas con MTA Angelus, TheraCal PT y OsteoDiff; hechos que parecen guardar
relaciéon con la cantidad de calcio presente en los materiales estudiados, ya que el
contenido en calcio presente en los materiales esta asociado con un mayor potencial de

mineralizacion (209).

La composicion de los materiales, por tanto, juega un papel fundamental, ya que como
se puede observar en la Tabla 1, Biodentine XP emplea como medio liquido el cloruro
de calcio, y en cambio, MTA Angelus utiliza agua destilada; existen estudios que indican
que el uso de CaCl; es clave para una mayor liberacidn de iones calcio, ya que acelera la
reaccion de fraguado y mantiene un ambiente alcalino (209, 210). No obstante, a pesar
de que se ha llegado a probar la adicciéon de CaCl, junto a MTA, pudiéndose observar
una mejora de sus propiedades, siguen siendo necesarios mas estudios sobre la
influencia del cloruro de calcio para establecer mayores conclusiones para su uso junto

a MTA (211, 212).

Asi pues, actualmente, el potencial de mineralizacidn esta asociado a la rapida capacidad
de liberacion de iones calcio e hidréxido, junto a la estimulacion de los depésitos de
fosfato célcico, siendo por tanto la capacidad de mineralizacion en los materiales
bioactivos fundamental tanto para la cicatrizacién de los tejidos como para la formacién

de dentina reparativa (207, 213).

En consonancia con los resultados obtenidos, existen multiples investigaciones acerca
de la capacidad para estimular la formacién de nddulos calcificados por parte de ciertas
células en presencia de materiales dentales. En su mayoria, los estudios coinciden
sefialando a Biodentine convencional como uno de los materiales de VPT con mayor

potencial de mineralizacién (118, 209, 210, 214-216).

Collado-Gonzalez y cols. (216), efectuaron dicho ensayo durante 7, 14 y 21 dias
empleando como materiales de estudio MTA Angelus, Biodentine, TheraCal LC e IRM;
tras 7 dias el cultivo de Biodentine ya empezé a exhibir registros significativamente mas
elevados que el resto, tras culminarse el estudio a los 21 dias, se evidencid la mayor

diferencia respecto al resto de materiales. Estos resultados siguen la linea de Kale y cols.
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(217), quienes emplearon los mismos intervalos de tiempo para analizar las posibles
diferencias entre Biodentine y Propolis, finalmente a los 21 dias, Biodentine mostré los

resultados con mayores diferencias significativas acerca del potencial de mineralizacién.

Por tanto, se puede concluir que tras 21 dias de cultivo la tincidon con rojo Alizarin S
refleja resultados concluyentes en cuanto a formacién de nddulos calcificados. En
nuestro estudio, ademas del alto pico de mineralizacién observado en Biodentine XP,
destacé como MTA Angelus a pesar de mostrar valores préoximos a TheraCal PT, fue
superado por este Ultimo en cuanto a potencial de mineralizacidn, datos que contrastan
con lo observado por Rodriguez-Lozano y cols. (117), donde MTA Angelus superd
ligeramente los resultados de TheraCal PT. No obstante, existen multiples estudios que
destacan la capacidad de MTA Angelus para estimular la formaciéon de depésitos de

calcio favoreciendo asi sus propiedades de bioactividad (218, 219).

Finalmente, tras los ensayos de bioactividad se puede observar como Biodentine XP
presenta resultados favorables tanto acerca de su potencial de diferenciacion celular
como en su capacidad de mineralizacién. Sin embargo, al igual que ocurrié con los
ensayos de biocompatibilidad, es necesaria la presencia de mayor bibliografia acerca de

Biodentine XP para una comparacion directa con los hallazgos de esta investigacion.
5.14. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La presente investigacidn muestra ciertas limitaciones sobre las que reflexionar antes
de poder extrapolar las conclusiones obtenidas. En primer lugar, el hecho de que se trate
de un estudio in vitro es uno de los principales aspectos a considerar, ya que las
condiciones en las que se han llevado a cabo los ensayos del estudio no reproducen de
manera exacta los parametros que se encuentran en el medio oral, a pesar de que se
han tratado de simular de la manera mas precisa posible en el ambito experimental,
empleando diferentes diluciones de los materiales para simular los distintos espesores
dentinarios; la concentracién de los materiales que puede llegar a entrar en contacto
con el tejido pulpar e incluso con la dentina, depende en todo momento del espesor de
tejido dentario restante, siendo esto algo Unico en cada situacién dental, hecho que el

método cientifico in vitro no logra reproducir fielmente. Por ello, los resultados
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obtenidos se deben interpretar de una forma global siendo necesarios estudios in vivo

sobre animales que permitan una mayor divulgacién cientifica de estos resultados.

Otro aspecto para considerar es el exclusivo andlisis de las propiedades bioldgicas que
se ha efectuado en este estudio, por lo que en el futuro es necesario que se lleven a
cabo investigaciones acerca de las propiedades fisico-quimicas de los materiales
empleados en la terapia pulpar vital, especialmente sobre los nuevos materiales, como
es el caso de Biodentine XP. Asi pues, también es necesaria bibliografia que analice la
posible afectacidn sobre las posteriores restauraciones finales que se lleven a cabo, y su

interaccion con las tasas de éxito a medio y largo plazo.

Por otro lado, una limitacién igualmente relevante en este estudio fue la dificultad para
obtener evidencia cientifica con la que comparar nuestros resultados, sobre todo en lo
que a Biodentine XP se refiere, ya que Unicamente se pudo comparar con un articulo
recientemente publicado donde analizaron tanto viabilidad celular (ensayo XTT) como
capacidad de diferenciacion celular (RT-qPCR). Ningun autor hasta el momento ha
analizado su comportamiento en ensayos de migracién celular, inmunofluorescencia,
SEM-EDX, ICP-MS, apoptosis celular, ni acerca de su potencial para la formacién de
nddulos calcificados. En cambio, si existe evidencia de dichos ensayos en publicaciones

de otros autores acerca de MTA Angelus y TheraCal PT.

Por lo que, esta investigacion se trata de uno de los primeros estudios que analizan las
propiedades bioldgicas tanto de biocompatibilidad y bioactividad del nuevo Biodentine

XP, en condiciones controladas de laboratorio siguiendo la normativa ISO.
5.15. PERSPECTIVAS FUTURAS

Tras el andlisis de las limitaciones del presente estudio, es evidente la necesidad de
futuros estudios in vivo empleando modelos animales que permitan dar una mayor
validez y enfatizar los resultados obtenidos tras el presente andlisis in vitro. La principal
linea de investigacidn a seguir seria la realizacion de un estudio donde se empleen
modelos de ratas Wistar, donde poder analizar la respuesta de estos materiales al entrar
en contacto con unas condiciones orales mas proximas a las observadas en el ser

humano.
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6. CONCLUSIONES

Una vez concluida la presente investigacion y analizada la bibliografia existente, los

hallazgos del estudio muestran como los materiales basados en silicato de calcio, de

forma general mejoran las propiedades bioldgicas y el potencial de mineralizacidn de las

células madre de la pulpa dental. Especialmente, el nuevo Biodentine XP evidencio

resultados significativamente favorables en comparacidn con el resto de los materiales,

aungue semejantes a los mostrados por MTA Angelus, siendo TheraCal PT el material

que expresd resultados ligeramente inferiores en cuanto a biocompatibilidad y

bioactividad.

No obstante, en base a nuestro estudio se pueden establecer las siguientes conclusiones

especificas:

La mayor viabilidad celular fue observada en las formas mas diluidas de los
materiales, y en los intervalos de tiempo mas prolongados, siendo
principalmente MTA Angelus y Biodentine XP quienes evidenciaron los valores
mas similares al control. Del mismo modo, la velocidad de migracién celular fue
mayor en MTA Angelus, seguida de Biodentine XP y TheraCal PT.

El andlisis acerca de la morfologia celular reflejé un menor nimero de células
presentes junto a TheraCal PT, en cambio tanto MTA Angelus como Biodentine
producen en las células morfologias celulares semejantes al control. Todos los
materiales presentaron células adheridas sobre la superficie de estudio, siendo
TheraCal PT el material que menor nimero exhibid.

La espectrometria sobre la composicion de la superficie de los materiales,
mostré elevados valores de calcio en todos los materiales, destacando el alto
contenido en Biodentine XP, hechos coincidentes con los datos observados tras
la liberacién de iones por parte de los materiales, liberando todos
principalmente calcio, silicio y azufre.

Los porcentajes mas bajos de apoptosis/necrosis celular fueron alcanzados en
presencia de Biodentine XP, seguido de MTA Angelus y TheraCal PT. Del mismo
modo, Biodentine XP fue el material que produjo menor estrés oxidativo al

entrar en contacto con las DPSCs.
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MTA Angelus y Biodentine XP activan la expresidn de los marcadores ALP y DSPP,
por lo que tienen capacidad para inducir la diferenciacién osteo-odontogénica y
favorecer la reparacién de los tejidos dafiados; especialmente Biodentine XP
mostro altos valores de DSPP, observandose a su vez una marcada deposicion de
nddulos calcificados en presencia de Biodentine XP en comparacién con el resto
de grupos.

El alto contenido en calcio presente en los materiales de estudios, muestra
relacion con las O&ptimas propiedades evidenciadas acerca de |Ia
biocompatibilidad y de la bioactividad celular, especialmente por parte de
Biodentine XP, hecho que resalta su alto potencial como material de terapia vital

pulpar.
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observaron diferencias en el marcaje de las fibras de colageno entre los grupos
experimentales. Ademas, encontramos que la superficie media de los adipocitos aumenta
progresivamente conforme aumenta la gravedad de la MASLD, siendo de media un 25%
mayor en pacientes con MASH frente a pacientes con higado sano.

Conclusiones

Con los resultados obtenidos se puede concluir que la MASH esta relacionada con la
inflamacién, la fibrosis y la hipertrofia del WAT visceral en pacientes con cbesidad severa.

1433. BIOCOMPATIBILIDAD Y BIOACTIVIDAD DE MATERIALES PARA
TERAPIA PULPAR VITAL

Autores:

Mora Martinez, Alejandro; Lépez Garcia, Sergio®; Murcia Flores, Laura®; Rodriguez Lozano,
Francisco Javier’

Afiliaciones:

'Investigador licenciado, Universidad de Murcia, Region de Murcia, Espafia; 2UCAM, Regicn
de Murcia, Espafia; *“TRASPLANTE HEMATOPOYETICO / TERAPIA CELULAR

Antecedentes

Actualmente, la caries dental es una de las enfermedades infecciosas mas prevalentes a
nivel mundial, asi como la principal causa de pulpitis; tras la exposicion de la dentina, los
tibulos dentinarios actian como canales de difusién favoreciendo el acceso de las
bacterias desde la superficie del diente hasta la pulpa. Sin embargo, la pulpa presenta
varios mecanismos de respuesta basicos donde las células madre de la pulpa dental
(DPSCs), tienen un rol transcendental debido a su capacidad de proliferacion y de
diferenciacion a odontoblastos, apareciendo asi el concepto de terapia pulpar vital (VPT),
que tiene como objetivos: mantener la vitalidad de la pulpa y su estimulacion para
conseguir la regeneracion del complejo dentino-pulpar. El siguiente paradigma al que se
enfrenta la VPT, es la biocompatibilidad y bioactividad que poseen los materiales, ya que
gran parte del éxito del tratamiento depende de dichas caracteristicas, por ello el objetivo
principal del estudio es analizar el potencial de biocompatibilidad y bicactividad de tres
materiales para terapia pulpar vital.

Métodos

La viabilidad celular en presencia de los materiales de estudio se evalud tras 24, 48 y 72
horas empleando el ensayo MTT, cuantificando la actividad metabdlica celular. Los datos
obtenidos se analizaron empleando el programa GraphPad Prism. Mediante microscopia
electronica de barrido (SEM), se observo la morfologia y adhesion de las células sobre los
materiales. Se analizd la bioactividad de los materiales de estudio, porun lado, mediante la
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expresion de marcadores odontogénicos de las DPSCs, utilizando la técnica RT-qPCR, y por
otro lado se efectud la técnica de Alizarin-RedS, para determinar la presencia de depdsitos
de calcio.

Resultados

TheraCal-PT (THPT) sin diluir disminuyd la actividad metabdlica celular con respecto al
control en los tres periodos de tiempo evaluados, en cambio MTA Angelus (MTA) y
Biodentine XP (BXP), solo mostraron una ligera diferencia a las 72 horas con respecto al
control. Al diluir los materiales THPT provoca una disminucidén de la actividad metabdlica,
en los tres tiempos analizados a 1:2 y solamente a las 72 horas al diluirlo 1:4. Elanalisis del
SEM reflejd la presencia de filopodios celulares que promaovieron la adhesion a la superficie
de los materiales, especialmente para MTA y BXP, que evidenciaron la presencia de células
filiformes ampliamente extendidas sobre las superficies analizadas. Sin embargo, THPT
presentd una menor cantidad de células junto con una menor adhesion a la superficie. EL
analisis de RT-qPCR reveld una regulacion al alza significativa de los niveles de expresion
de ALP v DSPP enlos grupos tratados con BXP y MTA, en comparacian con los otros grupos
en el dia 3. Ademas, el grupo MTA mostré una regulacion al alza significativa de ALP, DSPP
y COL-1 en comparacion con el grupo control en el dia 7. El ensayo de alizarin refleja que
todos los materiales probados indujeron diversos grados de deposito de calcio. Aldia 21, el
grupo tratado con BXP exhibiod niveles significativamente mas altos de depdsito de calcio,
en comparacion con los otros materiales y el grupo control.

Conclusiones

Los hallazgos del estudio demuestran una alta citocompatibilidad, asi como la mejoraen la
expresion de marcadores osteo/odontogénicos, por parte del Biodentine XP, cuyas
propiedades son muy similares y comparables a otros materiales como MTA Angelus. Las
caracteristicas de ambos materiales los convierten en altamente eficaces para su uso en
VPT.

1434. ESTUDIO DEL POTENCIAL ANTIINFLAMATORIO DE EXTRACTOS
DE ORIGEN VEGETAL EN MODELOS CELULARES IN VITRO.

Autores:

Martinez Pérez-Munar, Paula’; A. Moreno, Diego®; Nuafiez Sanchez, Maria ﬁmgeles‘; Ruiz
Alcaraz, Antonio José®

Afiliaciones:

'Obesidad, Diabetes y Metabolismo; *Laboratorio de Fitoguimica y Alimentos Saludables
del Departamento de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos del Centro de Edafologia y
Biologia Aplicada del Segura (CEBAS-CSIC), Regidn de Murcia, 30100, Espafia; *Inmunidad
innata en la salud y la enfermedad
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Biocompatibility and osteogenic potential of novel tricalcium silicate-based
materials in human dental pulp stem cells: Advancing vital pulp therapies

Alejandro Mora ®, David Garcia-Bernal B , Francisco Javier Rodriguez-Lozano a° !
James Ghilotti %, Adrian Lozano °, Sergio Lapez-Garcia®

* Department of Damamlogy, Somoology, Rodiology and Physical Medicine, Morales Meseguwer Hospital, Poculty of Medicing, University of Murcia, Murcio 30005,

® Department of Biochemistry, Molecular Biology B and Fromamology, Paculty of Medicine, University of Murria, Biomedicel Research fnstinnte (IMIB), Murcia 50120,

“ Deparmoment d Esomatologia, Paculme de Medising [ Odonmlogia, Universiser de Valencio, Valeneia 46010, Spain

ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Objectives: To evaluate the cytocompatibilicy, biscactvity, and mineralization potential of new wicaleium silicate-
Bicdentine XP bazed Material (Biodentine XP) on human dental pulp stem cells (hDPSCs) compared to other caleium silicate-
Human dental pulp stem cellz based materials (MTA-Ang and Ther-FT).

Cywcomparibility o Materials and methods: Standardized dises and 1:1, 1:2, and 1:4 eluates of Biodentine XP (BD-XP], MTA-Ang, and
Cal ums F]. e 1 Ther-PT wers pmepa.r\ed after zetting. Human dental pulp stln:!a].ls (hDPSCz) were izolated from extracted third
Bioactivity molars of healthy patientz and cultured under standard conditions. The following assays were performed: cell

Mineralizstion attachment and morphology were assessed by scanning electron microzcopy (SEM); metabolic activity and cell
viability was evaluated by MTT and cell cycle analysis; cellular ealcium ion content was analyzed by energy
disperzive X-ray (EDX) and calcium releaze analyzis; cell migration/proliferation by wound healing assays;
cytoskeletal organization, analyriz of cell apoptosis and necrosis, reactive oxygen species production, ostecgenic
marker expreszion were quantified by flow cytomenry and RT-gPCR; and cell mineralization potential was
determined through Alizarin Red S staining. Comparizons were made with hDPECs cultured in unecondidonad
media (negative control) and osteogenic culture media (positive control). Statistical significance was set at
p = 0.05.

Results: Biodentine XP (BD-XP) showed significantly positive resulis in cytocompatibility aszays, including cell
metabolic activiy, viability, amtachment, and morphology, compared to the negative control group, whereas
MTA-Ang and Ther-PT chowed moderage regults. BD-XP exhibited a significant upregulation of osteogenic
markers, including ALP and DEPP, compared to both the negative and positve control groups. In terms of
mineralization potentdal, BD-XP-mreated cellz showed significantly higher caleified nodule formation compared o
MTA-Ang, Ther-PT, the negative control, and the positive control groups.

Conclusion: BD-XP exhibitz superior cytocompatibilicy and promates osteo/'odontogenic differentiation of human
dental pulp stem cells (hDPSCs). BD-XP significantly enhances the upregqulation of osteo/odontogenic markers
zuch as ALP and DEPP, and promotes calcified nodule formation more effectively than MTA-Ang and Ther-PT.
The high caleium ion content of BED-XP plays a key role in its ability to promote cellular adhesion, prolifera-
tion, and mineralization, making it a highly effective material for regenerative dental applications. These find-
ingz provide strong evidence to support the uze of Biodentine XP in regenerative dental therapies, particularly in
vital pulp treatments, where enhanced cellular adhesion and mineralization are erideal for clinical success.

1. Introduction retrograde peniodeontitis, and latregenic exposure, which ean led to pulp
inflammation or necrosis [1]. A common intervention for infectad pulp
Dental pulp is highly susceptible to infection from caries, frauma, tissue in permanent teeth iz root canal therapy, a procedure that involves

* Correspondence to: School of Dentstry, Hospital Morales Meseguer 2 pl., University of Murcia, Av. Marquées de los Velez, s/n, Murcia 30008, Spain
E-mumil eddress: feojavien@umees (FJ. Bodnguez-Lozana).

htrpe//doi org/10.1016/j.dental 2025.03.011
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0109-5641,/% 2025 The Authors. Publizhed by Elzevier Inc. on behalf of The Academy of Dental Materials. Thiz iz an open accessz article under the CC BY licenze
(hetp:/fereativecommons.org licenses, by, 4.0/
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A Mors et al

Table 2
Analysiz of migration of hDP3Cs after treatment with different dilutions of tested
material: by wound healing assays.

Zeway ANOVA
Multipls comparizon: test ~ Meaan Significant?  Summary  Adjusted P
Diff, Value

Control vo. TheraCal PT 23,63 Yea s < 0,0001
ND

Caontrol vz, Bicentine XP 2517 Yen .- < 10,0001
ND

MTA Angelua ND ve 2345  Yem . < 0,0001
TheraCal PT NI

MTA Angelua ND v 709 Yem . e = 0,0001
Biodentine XP ND

MTA Angeluz 1:2 v, 046 Ve . < 10,0001
TheraCal PT ND

MTA Angelus 1:2 v 35 ez . e = 0,0001
Biodentine XP ND

MTA Angeloz 1:2 v 12,54 Yem . 00272
Bicdentine XP 1:4

MTA Angelus 1:4 v 21,56 Yem . = 0,0001
TheraCal PT NI

MTA Angeluz 1:4 v, 2611 Yes e < 10,0001
Bicdentine XP NI

TheraCal PT ND w= 2457 Yen - < 0,0001
TheraCal PT 1:2

TharaCal PT ND v, 25,87 Yea e < 10,0001
TheraCal PT 1:4

ThesaCal PT NI va. 19,74 Yea . < 10,0001
Bicdentine XP 1:2

TheraCal PT ND va. 17,53 Yez . 0,0002
Biodentine XP 1:4

TheraCal PT 1:2 . 2811 Yen .- < 10,0001
Bicdentine XP NI

TharaCal PT 1:4 . 30,41 Yea = < 0,0001
Biodentine XP ND1

Biodentine XP ND va. 2418 ez . e = 0,0001
Bicdentine XP 1:2

Bindentine XP NI va. 23,46 Yez . e < 0,0001
Bicdentine XP 1:4

for Standardization (150} has sstablished specifie protocols to ensure
consistency and reproducibility in the laboratory testing of blomaterials
[15]. These protocols categorize cellular interactions inte three types:
extract-bazed, direct contact, and indirect contact. Extract-based
methods expose cells to varying concentration: of a material
mimicking the diffusien of substances through tissues, particularly in
seenaries involving umgated besues [4]. The assessment of cell viabihty
iz crucial in the selection process for new materals and provides
important preliminary information before procesding to clinieal tmals.
Furthermore, there 1z a wide range of azsaye available to measure cell
viability, each of which relies on different aspects of cellular fmction-
ality [16-18].

In light of the aforementioned considerations, the aim of thiz study
was to evaluate the biological and bicactivity potential of three vital
pulp therapy materiale. The null hypothesis was that there would be no
significant differences between the materials and their dilutions in terms
of their biclogical and bicactivity properties.

Table 3
Calcium ion release.

Dientnl Materials 41 (20251 644657
2, Material and methods
2.1. Cell culture and characterizations of hDPSC:

The protocol for the isolation of human dental pulp stem cells
(hDPSCs) was approved by the Ethics Committee of the University of
Murcia (IRB number: 3685/202]). Written informed consent was ob-
tained from all parbeipants prior to the shudy. hDPECs were obtained
from the pulp tissues of impacted wisdom teeth of patients aged 16-22
vears (n = 10). Cells were cultured m Dulbsceo’s modifisd Eazle's
Medium (DMEM) (Sigma-Aldrnch, St Lows, MO, USA), supplemented
‘with 10 % fetal bovine serum (FBS) (Sigma-Aldrich]) and 1 % penicilling
streptomyein (Giboo-BRL, Gaithersburg, MD, USA), accordmg to stan-
dard procedures.

Fer charmacterization, 1 x 10° eells were sugpended in 100 mL of
phosphate-buffered saline (PBS) containing 1 % FBS. To confirm their
mesenchymal phenotype, cells were labelled with a panel of menoclonal
antibodies conjugated to fAuorescent markers (CD14, CD20, CD34,
CD45, CD73, CD90, and CD105; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany). The exprezsion of these markers was then assezzed by flow
eytometry, according to previcusly established metheds [19].

2.2, Material extracts and preparation

The material: evaluated are listed in Table 1. Thirty cylindrical
moulds, cach measuring 5 mm in diameter and 2 mm in height, were
censtrueted from rubber. These moulds were sternlized using ultraviolet
light for 30 min Sealers were mixed according to the manufacturer's
mnstructions and allowed to cure. Each cured dise was then placed in an
single well of a 24-well plate and rmmersed in frezshly prepared growth
medium at 37 C for 24 hours, Initial extracts were prepared ina 1:1 ratic
according to SO 10993-5 standards. Different concentrations of these
extracts, specifically dilution 1:1 (non-diluted), 1:2, and 1:4, were then
prepared asz previously deseribed [20].

2.2 Cytocompanbiiy tests and cell cyecle analysis

MTT assays were performed to assess the eell viability of hDPSCs in
the presence of vital pulp materials [20]. For thiz analysiz, 2.5 =« 10"
cellz per well wers cultured in 100 pL of complete medium and incu-
bated for 24 hours under standard eell eulture conditions. Subsequently,
the cellz were exposed to different concentrations (25 %, 50 % and
100 %) of each material extract for 24, 48, and 72 hours. Following
incubation, the eells were washed with PBS (pH 7.4), and an MTT se-
lution was added. The cells were incubated with the MTT zolution for
3 hours to allow formazan erystals to form. These erystals were then
dizsolved mn a erystal dissolving buffer (11 g SDE in 50 mL of 0.02 M HCL
and 50 ml isopropanocl) by mecubation at 37°C with gentle chalang.
Absorbance was measured at 570 nm using an ELISA plate reader
(Epoch, Biotelk, Germany). Cell cycle analyziz by measuring the DNA
content by flow cytometry was emploved to distinguizh cells in different
cell cycle phases. The cells were cultured in 25-em® culture flasks at a
denzity of 1 % 107 cells per well in presence of the different coneen-
trations (25 %, 50 % and 100 %) of each material extract for 72 h. After
centrifuged at 400 = g for 4 min, cells were colleeted and fixed with
70 % ethanol owernight at 4°C and incubated with 40 pg/mlL of

ANOVA: P value (Summory)

MTA Angelus V5 Biodentine XP

Element MTA Angelus Biodentine XP TheraCal PT

MTA Angeluz VE TheraCal FT Biodentine XP V5 TheraCal PT

C2** ppm 26,49 4 251 109,94 4 5,68 40,61 4 2,08

< 00001 (***)

0519 (nz) < 10,0001 (***)

Ppm—parts per millon
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Flg. 2. Besuliz of wound healing azzays for the 1:1, 1:2 and 1:4 eluates of the tested materials (BD-XP, MTA-Ang, and Ther-PT) cultured with hDPSCz (dme points:

after 24, 43, and 72 hours). Graphical rezules are prezented as percentage of open wound areas compared to the negative control group. BD-XP-meated calls exhibived
enhanced migration, supporting the hypothesiz that this material promaotes tissue healing and regeneration. Wound closure percentages are compared to the contral.

¥ #ip o 0001 (one-way ANOVA analysis). Seale bar for the images: 100 pm.

propidium 1odide and 200 pz/mlL RMaze for DNA content analysis.
Finally, stained eells were immediately analyzed with a FACSCanto [
Flow Cytometer (Becton Dickinson, San Joss, CA) applying an excitation
wavelength of 488 nm and an emission wavelength of 617 nm. The
percentage of cells in GO/G1, &, and G2/M phases was analyzed using
CellQuest and Modfit LT programs (Becton Dickinson). Each experi-
mental condition was performed in triplicate for ecach group and

2.4. Cell migration

The migratory eapaeity of human dental pulp stem eslls (hDPSCs) in
response to wital pulp materials was evaluated using in vitre wound
healing assave. hDPSCs were seeded in ]12-well plates, with each well
containing 2 x 10* cells. An artificial wound was created In each well
using a sterile 100 pL pipette tip. Wound clocure was monitored and
recorded at 0, 24, 48, and 72 hours for both experimental and control
groups. Images captured at these time points were analyzed quantita-
tively using lmageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).
These assays wers performed in tripheate for sach material to ensure
reproducibility.

2.5 F-actin cytoskeleron staining

The ecytoskeletal structure of hDPSCs, specifically the F-actin

filaments, was examined uzing a phalloidin-based assay to detect
changes following exposure to a pure (1:1) bioeeramic matenal as
dezeribed in previous research [20]. After 72 hours of treatment, cells
were fixed with 4 % paraformaldehyde (PRFA) (Merck Millipors, Darm-
stadt, Germany) for 10 min. After fixation, the cells underwent a 30-min-
ute blocking step with 5 % bovine serum albumin (BSA) (Sigma-Aldrich,
6t. Louis, MG, UsA). The eells were then incubated with
TRITC-conjugated phalleidin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) for
1 hour, while the control group received phosphate-buffered saline. Cell
nuelei were stained with 4,6-diamidine-2-phenylindole dihydrochleride
(DAPL) (ThermoFiher Scientific, Waltham, MA, USA). Fluorescence
images of the stained cells were captured using an advanced confocal
microscope (Leica, Wetzlar, Germany). Each experimental condition
was performed m triplicate for each matenial and analysed in three in-
dependent experiments.

26, Seanning eleciromic microscopy and calcium release analysis

Human dental pulp stem cells (hDPSCs) were seeded at a density of
5% 107 eells per well onto dise surfaces (n = 9] placed in 48-well plates.
The platez were incubated at 37°C in a 5 % CO2 environment for
72 hours to allow for cell attachment. After incubation, the dizes with
attached hDPSCs were washed three times with pheosphate-buffered
galine (PBS). The eells were then fixed with 2.5 % glutaraldehyde in
0.1 M sodium cacodylate buffer. After fixation, zamples underwent
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Flg. 3. Results of the hDPSC cytoskeleton staining after 72 h of culture with the undiluted tested matenials (BD-XP, MTA-Ang, and Ther-PT) Scale bar: 100 pm._ he
images show variations in cell morphology and F-actin filament organization, which are crucial for cell adhesion, proliferation, and migration. BD-XP-treated cells
maintained a well-organized cytockeleton, supporting its biocompatibility. Asterisks denote significant differences compared to the control group (*p < 0.05;

*4p <« 0.01; ***p < 0.001), and pound signs indicate significant differences between groups (#p < 0.05; #=p < 0.01;

#p < 0.001). Two-way ANOVA analysis:

asterizks above the bars indicate a significant difference with the negative control group; pound sign above the lines indicates a significant difference between the

groups connected by the line.

dehydration through a graded ethanol seriez and dried with hexame-
thyldisilazane (HMDS). The fully dried samples were cputter coated with
a gold-palladium alloy to enhance conductivity. These samples were
then examined using a scanning electron microscope (Jeol 6100 EDAX;
Jeol Inc., Tokyo, Japan). Analyses were performed on three different
regions of each sample at magnifications of 100x, 300x, and 1500x to
encure thorough observation. In addition, the chemical compocition and
morphological properties of the vital pulp materials were determined by
energy dispersive X-ray cpectroscopy (EDXSamples of the above di-
mensions (n = 3) were prepared and stored at 37°C in 100 % humidity
for 24 h. After, each sample was suspended in 5 mL deionised water for
24 h and the collected colution was analysed by inductively coupled
plasma-optical emission spectrometry (ICP-MS; Agilent 7900, Stockport,

United Kingdom). The proportion of calcium (Ca?*) released from each
material was calibrated against pure deionized water. Analyses were
performed independently in triplicate (n = 3).

2.7. Analysis of cell apoptosis and necrosis and reactive oxygen species
production

To assess the cytotoxic effect of different concentrations of the tested
materials on human DPSCs, cells were treated with 25 %, 50 % and
100 % of tected materials for 3 days at 37°C, or with cell culture medium
ac a negative control, then stained with Annexin-V and 7-AAD (BD
Biosciences, San Joce, CA, United States) and analyzed by flow cytom-
etry. A dot plot was generated for each condition, with viable cells
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Flg. 4. Recults of SEM visualization after 72 h of culture of hDPSCs seeded on the surface of the tested cement samples (BD-XP, MTA-Ang, and Ther-PT). hece

findings suggest that BD-XP provides a ik rface for cell adhesi

bars: 400 pm, 100 ym, and 20 pym.

appearing in the lower left quadrant (Annexin-V negative, 7-AAD
negative), carly apoptotic cells in the lower nght quadrant (Annexin-V
positive, 7-AAD negative), and late apoptotic and/or necrotic cells in the
upper left and upper right quadrants (Annexin V negative, 7-AAD pos-
itive, and Annexin-V pocitive, 7-AAD positive), respectively. Data were
analyzed using FlowlJo software (FlowJo, LLC, Ashland, OR, United
States). For analysis of intracellular reactive oxygen species (ROS) pro-
duction, DPSCs were treated with the same concentrations of the tested
materials az above, thmstamcdwtthﬂ:egmu‘aloxxdahvemeespmbe
5-(and-6)-chloromethyl-20,70-dichlorodihyd: tat

(CM-H2DCFDA) (Invitrogen) at a final concentration of 10 UM for

a critical factor in regenerative

Magnif 100X, 300X, and 1500X. Scale

2.9. Evaluati Of leified Llf“

The effect of vital pulp materials on the calcified nodule formation by
hDPSCswasasseescdusingAlizaﬁchdSstainh\',.Thisshxlyrcpﬁcatcd
the cell ling p Jure and experi 1 group design used in the
gene 1 ly including both a negative control (cells
mxltmtdmbasalgrowthmmha)amlaposxhveconh‘ol(ceﬂscultm‘cdm
OsteoDiff media). After a 2]-day cultivation period, the cells were fixed
with 4 % paraformaldehyde for 30 min. The fixed cells were then stained
thh Alu.ann Red & (ngnm-Aldnch) to identify calcified nodules. The

were ted using an Olympus CKX41 light mi-

30minat37'Candanalywbyﬂow\.,‘ try. All flow cyt v
condlhonswereanalyzcdmn 3 independent experiments usingn= 3
DPSC les from diffe i!

2.8. Gene expression profiling

After 3 and 7 days of incubation with the specified materials (n = 3),
total RNA was extracted from both experimental and 1 groups
using TRlIzol reagent (Invitrogen). The extracted RNA was reverse
transcribed into complementary DNA (¢DNA) using the PrimeScript RT
reagent kit (Takara Bio, Inc., Shiga, Japan) ding to the fa
turer's instructions. The expression levels of key genes associated with
bone and dentin formation, including alkali hocphatase (ALP),

ctin (ON), dentin sialophosph (DQP), runt-related
transcription factor 2 (RUNX2), and collagen type | alpha 1 (CollAl),
were measured by quantitative polymerase chain reaction (qPCR).
Expression levels were normalized to the h keeping gene GAPDH
using the 2724 method. Untreated hPDLSCs were used as a negative
control, while cells incubated in StemMACS OsteoDiff Media (Miltenyi
Biotec), a standard octeogenic differentiation medium, were used as a
positive control. To the reliability of the ltz, these experi-
ments were performed in triplicate.

P (C, pus, Tokyo, Japan). Quantitative analysic of minerali-
zation was performed by measuring the abeorbance at 577 nm using a
microplate reader. Each treatment condition and time point were per-

formed in triplicate to the reproducibility and validity of the
results.

2.10. Statistical methodology

Data were analyzed using GraphPad Prism coftware, version 8.1.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Rcsultsmexpmss:das
the mean =+ standard deviation (SD) of three independ
The data distribution was first assessed for normality using a quantile-
quantile (Q-Q) plot. Depending on the lts of the normality and ho-
mogeneity of variance tests, statistical signifi was d using
either one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's post-
hoc test or the Mann-Whitney U test. A p-value of less than 0.05 was

pur.
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Fig. 5. Resultz of the SEM-EDG analyziz for the cements tested (MTA-Ang (row A), Ther-FT (row B), BD-XP (row C)). The first column shows SEM images of each
material (zcale bar: 50 pm). The zecond column shows each EDS elemental spectrum. The third column lists the elements present per material by weight and atomic
weight BD-XP exhibited a high calcium eontent, which is associated with enhanced bioactivity and mineralization potential

3. Results
3.1. Cell characterizanon, metabolic acmvity and eell eyele analyss

Flow cytometry was uszed to identify cell surface antigen molecules
on the isolated cells. The results chowed that the cells were positive for
CD73, CD90, and CD105, which are speeific markers for mesenchymal
stem cells (MSCz), and negative for hematopoletic stem cell markers,
consistent with the MSC immunophenotype (Fiz. 1A). Metabolic activ-
ity, acsessed by the MTT aszsay (Fiz. 1B), demonstrated that undiluted
Ther-PT significantly reduced metabolic activity compared to the con-
trol at all time points measured (p < 0.001). In contrast, 1:4 BD-XP
showed no significant differences in metabolic activity compared to
the control, with enly a elight difference observed at 72 hours (p < 0.03).
Owverall, both MTA-Ang and BD-XF exhibited a trend towards increasing
cell viability over time. Cell cyele analyzizs showed that Biodentine XP
induces a higher accumulation of cells in the G2/M phase compared to
MTA Angeluz and Theracal PT, particularly at higher concentrations,
indicating potential effects on eell-cyele arrest. Conversely, Theracal PT-
treated cellz predominantly remained in the GO/G1 phase acrosz all
tested concenfrations, suggesting minimal interference with cell-eyels
progression (Supplementary Figure 1).

3.2 Cell migration and cyrozkeleton staining

Rezults from the wound healing assay revealesd that MTA-Ang did not
significantly alter cell migratory behaviour compared to the control
group at any obeerved time point. Howewer, cells treated with non-
diluted Ther-PT and BD-XP chowed a reduced rate of wound closure at
48 and 72 hours, with statiztieally significant differences (p = 0.01 and
p < 0.001) compared to the control according to two-way ANOVA
(Table 2). Overall, the materials evaluated contributed to wound closure
az depicted in Fiz. 2. Phalloidin staining showed differential cellular
confluence and F-actin stress fibers and focal adhesion complexes in the
samples treated with the control, MTA-Ang, Ther-PT, and BD-XF. Az
shown in Fiz. 3, quantification of phalloidin staining revealed that
exposure to the different materials affects the eellular cytoskeleton ar-
chitecture in a concentration-dependent manner. Less diluted matemals
dizplayed a stronger effect, mainly with Ther-PT and BD-XP, while the
impact decreases significantly with dilution.

3.3. 5EM azzay and calcium ion release

Scanning electron microscopy (SEM) at 1500x magnification
revealed that the experimental groups exhibited cellular filopodia that
promoted attachment to the calcium silicate cement surface. Inaddition,
theze groups exhibited enhanced cell adhesion, a: indicated by
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Fig. 6. Results of cell apoptosis assays. Numbers within dot plots represent percentages of live (Q4 quadrants), early apoptotic (Q3 quadrants), and late apoptotic and
necrotic cells (Q1 and Q2 quadrants). The dot plots shown are rep ive of n= 3 sep experiments. BD-XP exhibited the highect percentage of viable cells

(=>90 %), while Ther-PT showed a significant reduction in viability, indicating higher cytotoxicity. These findings suggest BD-XP as a more biocompatible material for
vital pulp therapy.
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Flg. 7. Reactive oxygen species (ROS) production assays. Intracellular reactive oxygen species (ROS) production in hDPSCs after 72 hours of exposure o BD-XP,
MTA-Ang, and Ther-PT. BD-XP maintained ROS levels similar to the comtrol, whereaz MTA-Ang and Ther-PT led to increased oxidative stress, which may
contribute to cytotoxic effects. In the histograme, the y-axiz indicates the number of cellz, and the x-axiz shows the mean Anorescence intensity (MFI) on a logarithmie
zeale. Asterizks denote significant differences compared to the control group: * *p < 0.01 and * **p < 0001, respectively.

improved substrate attachment, cell spreading, and eytoskeletal devel-
opment within the miche-like structures of the cement (Fig. 4). Energy
dizpemsive X-ray spectroscopy (EDX) resultz indicated that MTA-Ang,
Ther-PT, and BD-XP contained high percentages of caleium, carbon,
and oxygen. Minor elements detected included cilicon in BD-XP,
aluminium and silicon in MTA-Ang and Ther-PT, and zirconium az a
radiopacifier in all matenals (Fig. 5). Biodentine XP exhibited zignifi-
cantly hizher Ca® release (100.04 + 5.682 ppm) compared te MTA
Angelus (26.49 + 2.5] ppm) and TheraCal PT (40.61 = 2.08 ppm)
(p < 0.0001). No cignificant difference was found between MTA
Angelus and TheraCal PT (p = 0.519). These findings sugzest that Bio-
dentine XP may have greater mineralization potential due to its
enhaneed ealcium release (Table 2).

3.4. Analysis of cell apaptosis and necrosis and reactive oxygen species
production

The apoptosis/necrosis assay measures in real ime the exposure of
phosphatidylzerine on the outer leaflet of cell membranes during the
apoptotic process, allowing diserimination of eells at different stages.
The numbers within the density plots represent the percentage of live
(04), early apoptotic ()3} and late apoptotic necrotic (Q1 and Q2) cells
at different coneentrations (1,71, 1/2, and 1./4) and are representative of

three independent experiments performed in triplicate for sach mate-
ral As shown in Fig. 6, BD-XP chowed a percentage of live cells higher
than 90 %. Conversely, Ther-PT showed a percentage of live cells lower
than 90 %. The MTA samples chowed similar pereentages of live cells
(8590 %), early apoptotic cells, late apoptotic and necrotic cells at all
concentrations. On the other hand, the percentages of human DPSCs
stained with the general exadative stress indicator CM-H2DCFDA were
analyzed by flow cytometry (Fig. 7). Although the inereases in intra-
cellular ROS lewels were not substantial, a significant increase in ROS
production was cbesrved when DPSCs were treated with increasing
concentrations of MTA and Ther-PT for 72 hours, but not with BD-XP
(*p < 0.01; ***p < 0001 ).

3.5. Gene exprezssion and Alizarin red staining

The effect of vital pulp materialz on gene expression profiles azso-
ciated with osteogenic and cdontogenie differentiation and minerali-
zation was investigated in detail using quantitative reverse transcription
PCR (qRT-PCR) and Alizarin red staining The gRT-PCR analysis
revealed a significant upregulation of ALF and DEFF expression levels in
the BD-XP and MTA-Ang groups compared to the other groups on day 3.
Furthermore, the MTA-Ang group demonstrated a significant upregu-
lation of ALP, DSFF, and COL-1 expression compared to the control
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Fig. 8. Q itative RT-qPCR analysic of osteo/odontogenic marker expression in hDPSCs teated with BD-XP, MTA-Ang, andTbﬂPl'attiand7dzys,BD—XP
significantly upregulated ALP, DSPP, and COL1Al, along with key osteogenic regulators RUNX2, octeonectin (ON/SPARC), bone sialoprotein (BSP), pontin
(OPN), and osterix (SP7), indicating enhanced mineralization and extracellular matrix formation. *p < 0.05; * *p < 0.01; * **p < 0.001. Two-way ANOVA analysis:
astericks above the bars indicate a significant difference with the negative control group; asterizks above the lines indicate a significant difference between the groups
connected by the line.
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Fig. 9. Results of the Alizar ining assay of hDPSCs after 21 days of culture with the tested vital pulp materials, DMBM(neganvecomzd) or OsteoDiff
(posti ). BD-XP- ‘cel]sfomleddnh!ghestmlmbzofaluﬁedmdules zuggesting its superi p ial *p < 0.05; * *p < 0.01;

* #4p < 0.001. M—wayANOVAanalys::wmmmmawmmmmmewmmmmm
a significant difference between the groups connected by the line. Reprecentative images: areas stained red indicate mineralization.

group on day 7 (p < 0.01) (Fig. &). Alizarin red staining Itz indicated pecifically Biodentine XP. Exper tal groups exposed to Biodentine
that all vital pulp materials tested induced varying degrees of calci XP ch ich in cellular behaviour and gene expression compared
deposition. At day 21, the BD-XP-treated group exhibited significantly to the conhol groupe. In particular, our results revealed that Biodentine
hlgherlevelsofca.lczmdepomum, along with more pronounced colour tly lated the expression of key osteo/odontogenic
and cize of calcified pared to the other materials and the markus,mcludmgalka]mcphospl‘nta&e(AlP)anddenunmalophos
control group (“’p<0001), as shown in Fig. 9. These findings phopmtem(DSPP),whxchmcloadyamhcdwzththcmmahmhon
collechvdy indicate that BD-XP and MTA-Ang are robust ind s of . These fi ggest that Biodentine XP plays a pivotal role in
t and odontogenic differentiation in human dental pulp stem pmmohn,,tlwostzco’ font: ic diff iation of hDPSCe. Therefore,
cells (hDPSCs). the data obtained in this studypmwde strong evidence to partially reject
the null hypothesis, indicating that the presence of Biodentine XP en-
4. Discussion hances the differentiation capacity and mi lization potential of
hDPSCs.

The aim of this study was to investigate the hypothesiz that the Asseeun:ntoftbecytocompahbdxtyofamab:nalthmugbmvm'o
biological properties and differentiation potential of human dental pulp e provides an import: pxelnnmrym«hcauon of its potential
stem cells (hDPSCs) are enh 11in the pr of bioactive materials, itability for clinical applications [21]. In this study, human dental
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pulp stem cell: (hDPSCs) were used due te their acceszibility, low
morbidity associated with their extraction, high harvesting efficiency
and signifieant differentiation capacity. Moreover, hDPSCz hawve
demonstrated favourable interactions with biomaterials, making them
particularly zuitable for applications in regenerative tzsue therapies.
Given these attributes, the biocompatibility of materials selected for
wital pulp therapy requires careful evaluation. Sueh materals must
support the survival and preliferation of hDPSCe within pulp tiszues,
which are believed to possess inherent reparative capabilities [22].

Recent advances in this field have focused on the development of
caletum silicate-based cements, which are designed to exhibit bioactive
properties [2]1,23] . Thess materials promotes the relesase of ealeium and
hydroxide ions, contributing to the formation of hydrexyapatite and
subsequently facilitating the formation of dentin bridges [24]. Despite
these advances, there 15 still a paucity of data en the biologieal and
bicactive potential of newer materials such as Bisdentine XP. Thiz
knowledge zap mghlights the need for further research to comprehen-
sively evaluate the effects of Biodentine XP on the biclogical functions
and differentiation potential of hDPSCs, wnth mplieations for 1tz use M
clinical applications_

The 150 10993-5 standard, az established by the International Or-
ganization for Standardization in 2009, provides comprehensive
gudelines for the svaluation of the evtotoxicity of materials used n
medical applications [15]. In thiz study, we followed the protocols
outhined in I50 10993-5 and used the MTT aszay as a reliable method for
evaluating the cytotoxicity of dental matenals. The MTT assay 1= wadely
recogrized as a standard approach for the evtotoxic svaluation of bio-
materials, particularly in the dental field Our findings are consistent
with previous rescarch chowing that bicactive material: have an
increased tendency to inerease eell vability over time. This observation
iz congictent with existing literature and further supports the biocom-
patibility of bioceramic-based materials in dental applications [20,25].

In relation to cellular migration, the literature sugzests that the
mechanizmes responsible for wound closure in the scratch aszay involve
both cellular proliferation and migratory ability [26]. The interaction
between biomaterials and cellular structures can lead to cellular
degeneration, which may hinder the wound healing process [27].
Within the scope of this study, cells treated with bioceramic materials
dizplayed responses similar to thoss obeerved in the untreated sontrol
group throughout the wound healing assay [26,28]. In addition, an
initial evaluation of cytotoxicity was made by morphological analyszis
using immunoflucrescence techniques. Az noted by Rohr =t al. [29],
cytotoxic components in dental materialz can dismipt cell integrity,
leading to pylmotic nueclel and alterations in cytoskeletal organization.
However, despite the potential for such adverse effects, cytological
changes indicative of cytotoxic responses, particularly those invelving
the cytoskeleton, were not observed in the materials tested 1 thiz study.
Thiz lack of cytological damage iz conszizstent with the findingz of both
the MTT azsay and migration assaye, cupporting the conclusion that the
materals tested are biccompatible under the conditions investigated.

Consistent with the aforementionsd findings, our scanning electron
microscopy (SEM) analysiz provided additional insight into the cellular
interactions with the tested matenals, revealing the presence of cellular
filopodia that facilitate the anchorng of eclls te the material surfaces.
Thiz morphological evidence iz indicative of active cell-material in-
teractons, with calcium playing a eritical rele in mediating these bio-
logical processes, particularly in the context of fibroblast adhezion. The
gbeerved improvement in cell attachment iz strongly associated with the
release of Ca?' from the vital pulp materials used in this study [30,21].

Az documented in Table 1, the inclusion of Ca”' in the composition
of these materials is likely responsible for the observed inereased cell
attachment. This correlation emphasizes the critical role of calcium as a
key element in promoting ecell adhesion, thereby enhancing the
biccompatibility and therapeutic efficacy of the materials [32]. The
importance of calcium in these interactions is further supported by En-
ergy Dispersive X-Ray (EDX) analysis, which revealed a higher peak of
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Ca®' in Biodentine XP (BD-XF) compared to other materials, such as
MTA-Ang and Ther-PT. However, it is important to acknowledge the
Lmitations of EDX analysis, particularly its inability te distinguish be-
tween calcium  hydroxide peaks and other eryetalline phasez in
post-zetting hydraulic cements [33]. Te overcome thie limitation and
gain a more comprehensive understanding of the material compesition
and its mteractions, other complementary analytical techniques, such as
attenuated total reflection Fourier transform mfrared (ATR-FTIR) spec-
troccopy or X-ray diffraction (XRD) analysiz, could be emploved [34].
These techniques would provide additional information on the chemical
and crystalline structure of the mateniale, giving further insight into the
mechameme underlying their biscompatibility.

The apoptesis/necroeis assay revealed a reduced number of viable
cells in samples treated with Ther-PT, as compared to BD-XF, which
mamntained over 90 % cell viability at all concentrations tested. The
lower viahility observed with Ther-PT may be related wath its
biochemical properties, potentially leading to membrane deterioration
and cell death [35]. The comparable performance of MTA and BD-XP in
terms of eell viability suggests that the undedying mechanizms of
cytotonicity may differ between different bicactive materiale. The role of
oxidative stress in thiz context iz cnitical, as matenals that induee higher
levels of reactive oxygen speecies (ROS) are often associated with
mereased eytotoxieity and genotoxicity [36]. The resulte showed that
MTA and Ther-PT zignificantly inereased ROS production m human
dental pulp stem cells (hDPSCs) over 72 hours, whereas BD-XP did not
mduce such an inerease. This suggests that BD-XP 1z associated with
reduced owdative stress, which i1z beneficial for maintsining es=ll
viability and function Excessive ROS production iz known to cause DNA
damage, telomere chortening, and accelerated cell zenescence, wlfi-
mately leading to eell death [37].

Osteo/odontoblastie differenfiation of hDPSCs was assessed by
quantifying key differentiation-related gene expressions nzing RT-qPCR,
as well az through mineralization aszsayz [19]. Alkaline phosphataze
(ALP) iz widely recognized az a key marker of carly ostecblast and
odontogemie differentiation. Thiz enzyme playe a pivotal rols in pro-
moting dentin matrix formation within the pulp tizsne, which iz essential
for the repair proceszes and recovery after pulpal injury [32]. In the
current study, a significant oversxprezsion of ALP was observed in the
BD-XP group at the 3-day tme point Thiz early upregulabon of
osteogenic-related markers appears to be a conzistent finding n studies
where pulp cellz are treated with calcium zilicats-based cements [30].
Dentin sialophosphoprotein (DSPF) i= a major non-collagencus matrix
protein that iz imtially expressed in pre-odontoblasts and dental pulp
cellz during tooth development and remainz highly exprezzed in mature
odeontoblastz [23]. According to our findings, DSPP expression was
upregulated on day 3 after treatment with both MTA-Ang and BD-XP. By
day 7, MTA-Ang mamtained a higher level of DSPP expression compared
to the control group. This carly upregulation of DSPP may be due to the
usz of a 2D expenmental model [23]. Conversely, in a separate study
using 3D cultured eells in direct contact with MTA and Biodentine™, no
significant difference was observed between the materials and the
control at day 7. However, at days 14 and 21, both cements were found
to promote the upregulation of DSPP in a similar pattern [40].

Mineralization of the extracellular matrix iz the ultimate indicator of
beone regeneration in vitro, and Alizarin red staining is a reliable tech-
nique for asseszing the formation of calcified nodules [41]. In this study,
hDPSC: treated with BD-XP exhibited a more intense Alizarin red
staining, indicating a greater presence of mineralized nodules compared
to untreated cells or those treated with MTA-Ang, Ther-PT, and Osteo-
Diff over the same time period. Previous studics have decumented the
ability of MTA Angelus to induce caleinm depoeition, highlighting its
bipactivity and potential to promote ostcogenic differentiation [42].
Howewer, the lack of research investigating the bicactivity of Biodentine
XP on hDPSC: hinders a direct comparizon with the findings of this
study.

However, thiz study has eertain limitations. Although these findings
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may not be directly applicable to climeal situations in humane, they are
scientifically valuable az they provide a suitable model for azzessing
early properties of dental materiale. Therefore, further rezearch using in
vivo animal models is needed to validate these results.

5. Conelusion

In eonclusion, the findings of this study demonstrate that Biodentine
XP sigrufieantly enhances the biological properties and mineralization
potential of hDPSCs due to itz high caleium 1on content. The biocom-
patibility of the material and its ability to promete cellular adhesion
highlight itz potential in regenerative dental therapies. Further studies
using complementary analytical techniques are recommended to decpen
the understanding of its bicactive properties.
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