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RESUMEN 

Introducción: La caries dental es una de las afecciones más prevalentes a nivel mundial, 

así como la principal causa de pulpitis; tras la exposición de la dentina, los túbulos 

dentinarios actúan como canales de difusión favoreciendo el acceso de las bacterias 

desde la superficie del diente hasta la pulpa. Sin embargo, la pulpa presenta varios 

mecanismos de respuesta básicos donde las células madre de la pulpa dental (DPSCs), 

tienen un rol transcendental debido a su capacidad de proliferación y de diferenciación 

a odontoblastos, apareciendo así el concepto de terapia pulpar vital (VPT); que busca 

tanto la conservación de la vitalidad de la pulpa, como su estimulación para conseguir 

la regeneración 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 análisis 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: 

análisis de la viabilidad celular (MTT) (24, 48 y 72 horas), ensayo de migración celular 

(24, 48 y 72 horas), inmunofluorescencia (72 horas), estudio de la morfología y adhesión 

celular a los materiales, espectrometría dispersiva de rayos X (EDX), análisis de la 

liberación de iones de los materiales (ICP-MS), ensayo de apoptosis/necrosis celular, 

análisis de la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), evaluación de la 

expresión de marcadores osteo-odontogénicos de las DPSCs (3 y 7 días), así como el 

análisis de su potencial de mineralización (21 días). El análisis estadístico se efectuó 

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 metabólica celular respecto al control, así como una menor capacidad de 

migración celular, en cambio MTA Angelus y Biodentine XP reflejan resultados óptimos 

semejantes al control. Del mismo modo los mejores resultados en cuanto a adhesión y 
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morfología celular fueron los observados para MTA Angelus y Biodentine XP, siendo este 

último quien mayor cantidad de calcio mostró tras el análisis EDX, y el material con 

menor tasa tanto de apoptosis/necrosis celular como de liberación de especies reactivas 

de oxígeno. En cuanto a las propiedades bioactivas, Biodentine XP mostró una 

regulación significativa de los marcadores osteo-odontogénicos, ALP y DSPP, en 

comparación con los grupos control; así como una formación de nódulos calcificados 

claramente superior en comparación con el resto de materiales. 

Conclusiones: Los hallazgos del estudio muestran como los materiales basados en 

silicato de calcio mejoran las propiedades biológicas y el potencial de mineralización de 

las DPSCs. Especialmente, el nuevo Biodentine XP presentó resultados especialmente 

favorables en comparación 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 
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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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ABREVIATURAS 

7-AAD: 7-amino-actinomicina D. 

AAE: Asociación Americana de Endodoncistas. 

ADNc: Ácido desoxirribonucleico complementario. 

ADSCs: Células madre del tejido adiposo. 

ARN: Ácido ribonucleico. 

CM-H2DCFDA: 5-(y-6)-clorometil-2´,7´ diclorodihidrofluoresceína diacetato. 

CMMs: Células madre mesenquimales. 

CMs: Células madre. 

Col1A1: Colágeno tipo 1. 

CSCs: Cementos basados en silicato de calcio. 

DAPI: 4,6-diclorhidrato de diamidino-2-fenilindol. 

DE: Desviación estándar. 

DFSCs: Células madre del folículo dental. 

DMSO: Dimetilsulfóxido. 

DPSCs: Células madre de la pulpa dental. 

DSPP: Sialofosfoproteína dentinaria. 

EDX: Espectrometría dispersiva de rayos X.  

ESE: Sociedad Europea de Endodoncia. 

FITC: Isotiocianato de fluoresceína. 

FTIR-ATR: Espectroscopía de infrarrojo con transformadora de Fourier por reflectancia 

total atenuada. 

GAPDH: Gliceraldéhido-3-fosfato deshidrogenasa. 
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GMSCs: Células madre derivadas del tejido gingival. 

ICP-MS: Espectrometría de masas con plasma acoplado inductivamente. 

ISCT: Sociedad Internacional de Terapia Celular. 

LTA: Ácido lipoteicoico. 

MSC: Células mesenquimales estromales. 

MTA: Agregado trióxido mineral. 

MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoilo. 

OBMSCs: Células madre derivadas de la médula ósea de los huesos orofaciales. 

OESCs: Células madre del tejido oral epitelial. 

ON: Osteonectina. 

PAMP: Patrones moleculares asociados a patógenos. 

PBS: Tampón fosfato salino 

PDLSCs: Células madre del ligamento periodontal. 

PRR: Receptores de reconocimiento de patrones. 

PSCs: Células madre derivadas del periostio. 

ROS: Especies reactivas de oxígeno. 

RT-qPCR: Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real con 

transcriptasa inversa. 

RUNX2: Factor de transcripción involucrado en la diferenciación osteoblástica y la 

morfogénesis esquelética. 

SaOS-2: Células de sarcoma osteogénico humano. 

SCAP: Células madre de la papila apical. 

SEM: Microscopía electrónica de barrido (Scanning Electron Microscopy). 

SGSCs: Células madre derivadas de las glándulas salivales. 
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SHED: Células madre de dientes deciduos exfoliados. 

SMCs: Células madre de la membrana de Schneider. 

TGPCs: Células madre del germen dental. 

TLR: Receptores tipo Toll. 

VPT: Terapia vital pulpar. 

XRD: Análisis de difracción de rayos X. 
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nódulos mineralizados por parte de las DPSCs cultivadas junto a los materiales y a los 

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

 

1.1. ANATOMÍA DENTARIA 

La estructura dental está 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 mineralización, situado en la zona central del diente (Figura 1a) (1).  

A nivel embriológico, el esmalte es el único 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 histofisiológico y clínico, la dentina y la pulpa son 

consideradas como un único conjunto, denominado complejo dentinopulpar (Figura 1b), 

responsable de la función formativa, sensorial, nutritiva y defensiva del diente (2, 3). 

Para facilitar la compresión se analizará cada tejido por separado.  

 

Figura 1: A, Esquema de los tejidos dentarios. Tomado de Patología y terapéutica 

dental, de García Barbero (2). B, Microfotografía del complejo dentinopulpar. Tomado 

de Galler y cols (4). 

El esmalte es la parte más externa del diente. Se trata de una capa acelular situada 

alrededor de la corona anatómica, 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 más dura del cuerpo. Sus dos 

principales funciones son: ayudar a la masticación y proteger a los tejidos subyacentes 

(1, 2, 5). 

A B 

Esmalte 

Pulpa 

Cemento 

Dentina 
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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 inorgánico 

cercana al 70%, por lo que es el tejido encargado de darle al diente la rigidez y la forma 

necesaria. En cuanto a su disposición dental, la dentina se encuentra rodeada por el 

esmalte a nivel coronal y por el cemento a nivel radicular. Además, a nivel interno la 

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

El cemento es un tejido carente de vascularización e inervación, de color amarillo opaco, 

que se encuentra recubriendo la parte externa de las raíces de los dientes. Su principal 

función es proporcionar fijación a las fibras colágenas del ligamento periodontal. Su 

contenido mineral es notablemente inferior al del esmalte y la dentina, situándose en 

un 65% (1, 2). 

La pulpa dental es un tejido blando carente de mineralización. Se localiza tanto en la 

corona formando parte de la cámara pulpar, como en la zona radicular en el interior de 

los conductos radiculares. Gracias a la pulpa, a través de los forámenes apicales, el 

diente recibe la correspondiente vascularización e inervación para que las piezas 

dentales presenten una correcta vitalidad (1, 4). 

 

1.2. HISTOFISIOLOGÍA PULPAR 

La pulpa dental está formada por una combinación de células, fibras y sustancia 

fundamental, así como por una red de vasos sanguíneos y tejido nervioso; la 

configuración de estos elementos varía en función de la región específica de la pulpa. En 

individuos jóvenes, la pulpa contiene aproximadamente un 75% de agua y un 25% de 

materia orgánica; proporciones que se ven modificadas con el paso de los años, debido 

tanto a la reducción del contenido acuoso como al incremento de células (7).  

1.2.1. ESTRUCTURA MORFOLÓGICA 

La pulpa dental madura se divide en cuatro zonas que van desde la dentina hasta la zona 

central pulpar, por lo que según su morfología se pueden observar las siguientes capas 

(Figura 2) (7): 
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­ Capa odontoblástica: es la zona más externa de la pulpa, se ubica 

inmediatamente debajo de la predentina, y posee una línea epitelial que actúa 

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 dendríticas. Además, la capa odontoblástica presenta una 

alta especialización ya que participa en la síntesis y liberación de los 

componentes orgánicos 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 

citoplasmáticas de los fibroblastos, fibras nerviosas amielínicas y capilares (2, 8). 

Esta región puede no ser visible en aquellos casos en los que la pulpa se haya 

formado rápidamente, como por ejemplo en pulpas jóvenes; o en casos de 

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

­ Zona rica en células: se encuentra justamente bajo la zona oligocelular, está 

compuesta por una mayor cantidad de fibroblastos que la zona pulpar central, y 

además posee diferentes componentes celulares como los macrófagos y 

linfocitos. En esta zona, se pueden encontrar células mesenquimatosas 

indiferenciadas, que en casos de daños irreversibles en los tejidos, se 

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

­ Zona central: está formada por tejido conectivo laxo que contiene fibras 

colágenas y sustancia fundamental, así como numerosos vasos sanguíneos y 

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

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

Tomado de Vías de la Pulpa de Cohen y cols (9). 

Dentina 

Predentina 
Capa odontoblástica 

Zona pobre en células 

Zona rica en células 

Pulpa central 
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1.2.2. COMPONENTES 

La pulpa dental está compuesta por múltiples elementos que influyen en el mecanismo 

de respuesta del complejo dentino-pulpar, por lo que a continuación se pasan a 

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

1.2.2.1. CÉLULAS PULPARES 

La pulpa dental postnatal está formada por poblaciones celulares heterogéneas, 

responsables de la defensa, mantenimiento y reparación celular (10). Dentro de dicha 

heterogeneidad, los fibroblastos son la estirpe celular predominante, aunque también 

destacan otras células como los odontoblastos, macrófagos, células mesenquimales 

indiferenciadas, células dendríticas, linfocitos y mastocitos (11). 

A. ODONTOBLASTOS 

Los odontoblastos son células altamente especializadas que recubren la parte más 

periférica de la pulpa, desde donde emiten prolongaciones citoplasmáticas que se 

extienden desde la predentina hasta la dentina. Dichas células presentan una morfología 

y altura variable por lo que sus núcleos se observan de forma escalonada a distintos 

niveles, formando una capa “en empalizada” (2, 4, 9). Estas células, tienen como 

principal función, 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); así como la producción de colágeno tipo I, sialoproteína 

dentinaria, proteoglicanos y fosfatasa alcalina (8). 

B. FIBROBLASTOS 

Los fibroblastos son las células más 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 síntesis y conservación de las 

proteínas de la matriz extracelular, como en la secreción de proteoglicanos, 

glucosaminoglicanos y fibras colágenas tipo I y III; por lo que se encargan de asegurar el 

recambio de colágeno en la pulpa (9, 12, 13). 
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C. MACRÓFAGOS 

Los macrófagos son células que derivan de los monocitos que circulan por el torrente 

sanguíneo y al llegar a los tejidos se diferencian en macrófagos. En la pulpa dental dichas 

células se sitúan en la zona central cerca de los vasos sanguíneos (2, 9). Los macrófagos 

actúan como células inmunitarias indispensables en el proceso inflamatorio, ya que 

participan en la modulación de la respuesta inmune, en la presentación de antígenos, y 

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

D. CÉLULAS MESENQUIMALES INDIFERENCIADAS 

Las células mesenquimales indiferenciadas proceden del ectomesénquima. Son 

fundamentales para la función a largo plazo del diente, ya que tienen la capacidad de 

diferenciarse en otras células como odontoblastos, fibroblastos o macrófagos. Las 

células mesenquimales indiferenciadas se localizan tanto en la zona rica en células como 

en la propia pulpa central; sin embargo, con los años, la cantidad de dichas células 

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

E. CÉLULAS DENDRÍTICAS 

Las células dendríticas son elementos accesorios del sistema inmune. Actúan como 

células presentadoras de antígeno, 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 áreas próximas a la 

predentina, como la capa odontoblástica, pero al recibir estímulos antigénicos, las 

células dendríticas migran al centro pulpar para participar en la respuesta inmune (9, 

16). 

F. LINFOCITOS 

Los linfocitos son células de defensa imprescindibles junto con los macrófagos y las 

células dendríticas, 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 inflamación pulpar, en cambio, 

ante procesos inflamatorios el número 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 

gránulos, principalmente histamina, que actúa 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: colágenas, elásticas y reticulares; 

siendo predominantes las fibras colágenas de tipo I, seguidas, aunque en menor medida, 

por las de tipo III; ambas localizadas en la zona apical pulpar. En cambio, las fibras 

elásticas, se concentran principalmente alrededor de las paredes de los vasos 

sanguíneos aferentes; y por último, las fibras reticulares se observan especialmente en 

pulpas jóvenes (2). 

1.2.2.3. SUSTANCIA FUNDAMENTAL 

La sustancia fundamental de la pulpa dental está compuesta principalmente por 

proteoglicanos, y en menor medida por glucosaminoglicanos, colágeno, 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. VASCULARIZACIÓN SANGUÍNEA Y LINFÁTICA 

La pulpa es un tejido con una alta vascularización sanguínea procedente principalmente 

de la arteria maxilar (16). En condiciones fisiológicas normales, las arteriolas acceden a 

la pulpa a través de los forámenes apicales y una vez alcanzan la zona central se 

ramifican hacia los cuernos pulpares, dando lugar a un extenso plexo capilar 

subodontoblástico; donde algunos capilares pueden llegar a extenderse entre los 

odontoblastos y llegar a la zona de la predentina. Finalmente, el flujo sanguíneo 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 vascularización sanguínea, sino que también 

se produce irrigación linfática. De este modo, pequeños vasos se unen en uno o dos más 

grandes que salen de la pulpa por los forámenes apicales (2). 
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1.2.2.5. INERVACIÓN 

Las fibras nerviosas acceden a la pulpa dental a través de los forámenes apicales o de 

los canales accesorios. Estas fibras proceden de las fibras aferentes del trigémino y de 

las ramas simpáticas del ganglio cervical superior, por lo que aportan tanto la inervación 

sensitiva como autónoma al diente. Intervienen fibras C, amielínicas, y en menor medida 

las fibras A, mielínicas (2, 16, 23, 24). La distribución de las fibras A y C varía en función 

de la zona del diente. Así, 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 vascularización e inervación. 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 presión tisular interna en la cámara 

pulpar, que produce la salida de fluido a través de los túbulos dentinarios que hayan 

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

Aunque la inflamación pulpar puede activarse como respuesta a agentes bacterianos, 

físicos o químicos; los estudios han demostrado que las bacterias son fundamentales 

para que se desencadene el proceso inflamatorio (21). Su vía de acceso principal es por 

medio de caries y filtraciones marginales; no obstante, existen otras vías como son los 

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

Actualmente, la caries dental es una de las afecciones más prevalentes a nivel mundial, 

así como la principal causa de pulpitis (30). Una vez se rompe la integridad del esmalte, 

se produce una exposición de dentina, donde los túbulos actúan como canales de 

difusión, favoreciendo el acceso de las bacterias, desde la superficie del diente hasta la 

pulpa (31). Si no se controla la proliferación 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 invasión 

bacteriana, tienen lugar tres reacciones básicas: esclerosis tubular, dentinogénesis 

terciaria y reacciones inmuno-inflamatorias (9). 

1.2.3.1. ESCLEROSIS TUBULAR 

La esclerosis tubular es la reacción defensiva más común del complejo dentino-pulpar. 

Consiste en la disminución progresiva de la permeabilidad tubular, debido al depósito 

centrípeto de una combinación de cristales de apatita y fibras colágenas dentinarias a lo 

largo de los túbulos dentinarios. De este modo se consigue aislar la pulpa de la invasión 

bacteriana (2, 4, 33, 34). 

1.2.3.2. DENTINOGÉNESIS 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 vías de 

señalización celular de la familia MAPK, TFG-β/Smad, NF-kβ, Wnt-Catenina y 

PI3K/AKT/mTor. Dichas vías participan tanto en el mecanismo de diferenciación de las 

células madre pulpares, como en la dentinogénesis terciaria (35). Así, tienen un 

destacado papel en la inducción de la actividad secretora de los odontoblastos, 

formando un tejido mineralizado que actúa de barrera en la interfase pulpo-dentinaria, 

cuyo espesor es directamente proporcional a la intensidad y duración del estímulo 

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

 

Figura 3: A, Imagen histológica 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 función de la intensidad del estímulo, se pueden distinguir dos tipos de dentina 

terciaria (Figura 4). En caso de estímulos leves se formará dentina terciaria reaccional o 

reactiva, caracterizada por presentar una estructura tubular altamente organizada, 

sintetizada por los odontoblastos supervivientes a la agresión; si por el contrario el 

estímulo es más intenso, y conlleva el daño o la destrucción de los odontoblastos, se 

formará una dentina reparativa atubular con una estructura más amorfa, producida a 

partir de neodontoblastos o células odontoblastoides (2, 4, 37).  

Figura 4: Imagen esquemática de la formación de dentina terciaria. (35). 

Sin embargo, pueden haber casos en los que la síntesis de dentina terciaria no sea 

suficiente y las bacterias consigan destruirla, llegando a la pulpa y desencadenando una 

reacción inflamatoria más intensa (38). 

1.2.3.3. REACCIONES INMUNO-INFLAMATORIAS 

Tras la progresión de la caries hacia el tejido pulpar, se producen una serie de cambios 

en la microflora oral que hacen que la composición de la biopelícula bacteriana cariosa 

evolucione y se adapte a un ambiente más anaeróbico, por lo que disminuyen las 

bacterias Gram positivas y aumentan las Gram negativas. Además, se produce una 

liberación de algunas toxinas bacterianas como el lipopolisacárido o el ácido lipoteicoico 

(LTA) que impulsan la reacción inflamatoria  (39-41). Sin embargo, la pulpa cuenta con 

un conjunto de células inmunes que la hacen estar preparada para su protección, 

desencadenando respuestas inmunes efectivas contra patógenos invasores; estas 

respuestas pueden ser innatas o adaptativas (32, 42). El momento exacto en el que 



25 
 

comienza una u otra respuesta no se conoce con exactitud, aunque hay autores que 

determinan que mientras exista una separación de al menos dos milímetros de dentina 

sana entre la caries y la pulpa, la inflamación será reversible y la respuesta inmunitaria 

innata será suficiente para la protección de la pulpa. Si la lesión se encontrase más 

avanzada el proceso sería irreversible y se activaría la respuesta adaptativa (21, 43). No 

obstante, hasta que la invasión bacteriana no se encuentra a aproximadamente 0,5 mm 

de la pulpa no se detecta un número 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 plasmáticas, células dendríticas, células NK, monocitos-

macrófagos y odontoblastos; son estos últimos los primeros en entrar en contacto con 

los antígenos bacterianos de la caries (21, 43). Los odontoblastos participan en la 

activación tanto de la respuesta innata como adaptativa de la pulpa; sin embargo, para 

su activación previamente se tiene que producir el reconocimiento del patógeno por 

parte de las células pulpares. Dicho reconocimiento se produce gracias a los patrones 

moleculares asociados a patógenos (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 detección de bacterias Gram positivas (TLR-

2) y Gram negativas (TLR-4); además dichos receptores también controlan el inicio de la 

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

Las células madre (CMs) son células indiferenciadas, escasas en la mayoría 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 

autorrenovación, como de diferenciación en múltiples linajes celulares; por lo que se 

establece la siguiente clasificación en función de su potencial de diferenciación (46-50): 

­ Células madre totipotentes u omnipotentes: son el tipo de células más 

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 órganos 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 autorrenovación y 

diferenciación es mucho más limitada, y solo pueden generar varios tipos 

celulares dentro de un tejido específico. 

­ Células madre unipotentes: su capacidad de diferenciación está muy limitada, 

por lo que solo pueden diferenciarse en un único tipo celular. 

1.3.1. CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES 

Las células madre mesenquimales (CMMs) o células mesenquimales estromales (MSC) 

son células con una morfología similar a la de los fibroblastos, que pertenecen a la 

categoría de células multipotenciales. Entre sus características (Figura 5) destacan tanto 

la capacidad de autorrenovación como el potencial de diferenciación a otras células de 

su mismo linaje celular (51, 52). No obstante, existen algunos autores que han 

informado sobre otra característica, como es la posibilidad de conversión de CMMs en 
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células de otros linajes no relacionados, mediante el proceso de transdiferenciación (51, 

53, 54). 

 

Figura 5: Características de las células madre mesenquimales. (51). 

Las células madre mesenquimales fueron identificadas y aisladas por primera vez en la 

médula ósea (55). Actualmente se han logrado aislar diversas fuentes celulares en otros 

tejidos como, por ejemplo: el tejido adiposo (56), el cordón umbilical (57), el líquido 

amniótico (58) o los tejidos dentales (59). Debido a su fácil aislamiento y a su 

multipotencialidad, las células madre mesenquimales son consideradas células de un 

alto potencial terapéutico, siendo ampliamente utilizadas en ámbitos 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), estableció 3 criterios mínimos para identificar a las CMMs humanas (63): 
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­ Adhesión al plástico en condiciones estándar 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. 

­ Diferenciación en condiciones estándar in vitro a osteoblastos, adipocitos y 

condroblastos. 

1.3.2. CÉLULAS MADRE PROCEDENTES DE LA REGIÓN ORAL Y

 MAXILOFACIAL 

Las células madre de la región oral y maxilofacial, siguen los criterios establecidos por la 

ISCT para ser identificadas como células madre mesenquimales; así pues, también 

presentan propiedades de autorrenovación y multidiferenciación (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 categorías (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 folículo 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 óseos orofaciales: 

o Células madre derivadas de la médula ósea de los huesos orofaciales 

(OBMSCs). 

o Células madre derivadas del periostio (PSCs). 
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­ Otros tejidos: 

o Células madre derivadas de las glándulas salivales (SGSCs). 

o Células madre del tejido adiposo (ADSCs). 

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

Figura 6: Localización de células madre procedentes de la región oral y maxilofacial. 

Tomado de Stem cells in dentistry--part I: stem cell sources. J Prosthodont Res, Egusa H, 

Sonoyama W, Nishimura M y cols. (67). 

1.3.2.1. CÉLULAS 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 

autorrenovación, la eficiencia clonogénica y la capacidad de multidiferenciación a 

ciertas líneas celulares (68), como: osteoblastos, cementoblastos, odontoblastos, 

condrocitos, adipocitos, miocitos, endoteliocitos, pericitos, hepatocitos y células 

neuronales (69-72).  

Las DPSCs, probablemente debido a su localización en el nicho perivascular y a que 

tienen su origen en la cresta neural, poseen propiedades neurovasculares únicas, por lo 

que 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 estímulos nocivos, de modo que las 



30 
 

células pulpares migran hacia el tejido dañado y comienzan su diferenciación en 

odontoblastos dando lugar a la regeneración 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 debían expresar todas las células madre 

mesenquimales, actualmente no existe ningún marcador de superficie que ayude a la 

identificación exclusiva de las DPSCs. Además, existe cierta controversia entre los 

investigadores, respecto a las variantes de marcadores celulares que presentan dichas 

células, por lo que a continuación 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 más 

controvertidos en odontología, 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, está 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 

que desemboquen en necrosis pulpar (29, 85). Sin embargo, si se controla la inflamación 

y se elimina el estímulo 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 conservación de la vitalidad pulpar es fundamental para la viabilidad de las 

piezas dentales, ya que el tejido pulpar además de actuar como fuente de 

vascularización, 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 estímulos nocivos, como la caries, 

que llevan a desarrollar otras alternativas más conservadoras que el tratamiento 

endodóntico, siendo la terapia pulpar vital uno de los tratamientos mínimamente 

invasivos que mayor interés ha despertado (89).   

La terapia vital pulpar tiene como objetivo la conservación y protección 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 

reparación de los tejidos adyacentes; por lo que dicho tratamiento pretende inducir la 

capacidad regenerativa natural de la pulpa, para así lograr mantener la vitalidad pulpar 

e intentar frenar la progresión de la inflamación (29, 30, 87, 90, 91). 

1.4.1. DIAGNÓSTICO 

Una parte trascendental para el éxito del tratamiento conservador de la pulpa, depende 

del diagnóstico, y este en gran parte está relacionado con el proceso inflamatorio pulpar. 

Sin embargo, actualmente no existen pruebas diagnósticas disponibles comercialmente 

para la detección cuantitativa de los niveles de inflamación e infección, que ayuden a 

confirmar si la inflamación 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 

diagnósticas más precisas, basadas en métodos moleculares (92, 93). 

A pesar de ello, actualmente la Sociedad Europea de Endodoncia (ESE), recomienda para 

el adecuado diagnóstico de la pulpitis, una exhaustiva historia y examen clínico del dolor 

junto con radiografías periapicales y pruebas de sensibilidad. De este modo, se asocia la 

pulpitis irreversible con episodios de dolor espontáneos e irradiados que se mantienen 

tras eliminar el estímulo; y en cambio, considera la pulpitis como reversible, cuando es 

asintomática o presenta episodios de dolor de corta duración y menor intensidad (89). 

Actualmente, existen estudios que demuestran una alta correlación entre el diagnóstico 

clínico y el estado histológico pulpar, sobre todo para los casos de pulpa sana y de 

pulpitis reversible, por lo que el pronóstico de la terapia vital pulpar en estos casos será 
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más favorable (94). Sin embargo, autores como Wolters, afirman que existe tejido 

inflamado reversiblemente en pulpas que han sido diagnosticadas con inflamación 

irreversible. Se propone un nuevo sistema de diagnóstico que clasifica la pulpitis en: 

inicial, leve, moderada o severa; y en función de ello establece que tratamientos realizar 

para ser lo menos invasivo posible, y así poder mantener la mayor cantidad de tejido 

pulpar vital con potencial de sanar (95). Aun así, la decisión final sobre que tratamiento 

realizar debe ser intraoperatoria, tras la observación de la parte más 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 mínimamente invasiva, crear un medio óptimo que ayude a 

la pulpa a conservar su vitalidad y a estimular la reparación del complejo dentino-pulpar; 

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

Clínicamente, los tratamientos que engloba la VPT se pueden dividir en dos grupos: 

técnicas indirectas (recubrimiento pulpar indirecto), y técnicas directas (recubrimiento 

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

 

Figura 7: Procedimientos de terapia vital pulpar. D = dentina, P = Pulpa, CM = Material 

de recubrimiento, F = Obturación. 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, próximas a la pulpa, que no llegan a mostrar exposición pulpar. En cambio, 
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el recubrimiento pulpar directo se realiza cuando existe pulpa vital asintomática 

expuesta, ya sea debido a la propia preparación 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 realización de la pulpotomía 

(total/parcial). En estos casos, se produce una eliminación de tejido pulpar infectado, 

que puede ser parcial, cuando tras eliminar 2-3 mm del tejido pulpar se logra controlar 

el sangrado en un periodo de tiempo próximo a los 5 minutos; en cambio, si no se logra, 

será necesario la realización de la pulpotomía total. Finalmente, si no se consigue la 

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

Tras la eliminación de los irritantes del tejido, existen ciertos factores que pueden 

mejorar el pronóstico de los procedimientos realizados como: la desinfección de los 

tejidos con hipoclorito de sodio o clorhexidina (89, 99), el mantenimiento de un campo 

de trabajo lo más estéril posible, incluyendo el uso de dique de goma (98), y finalmente 

la elección de un material con óptimas propiedades biológicas y físico-químicas (87). 

1.4.3. MATERIALES 

Una parte importante del éxito de los procedimientos llevados a cabo en la terapia vital 

pulpar está influenciado por el material empleado y sus propiedades (29). Durante años 

el hidróxido 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 adhesión e 

inflamación de la superficie pulpar; factores que han demostrado comprometer las tasas 

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

Hoy en día, tanto la ESE como la AAE (Asociación Americana de Endodoncistas), 

coinciden en señalar 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 hidróxido de 

calcio está siendo desplazado por nuevos materiales que muestran resultados clínicos 

más predecibles junto con una alta biocompatibilidad y bioactividad, que permiten la 

formación 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 

características: 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 trióxido 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, así como una adecuada capacidad de sellado (97, 104). 

Sin embargo, algunos inconvenientes como su potencial de decoloración, el largo 

tiempo de tiempo de fraguado y la difícil manipulación, han provocado la realización de 

múltiples modificaciones sobre su composición 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 aparición de nuevas fórmulas de MTA, durante las últimas 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 tricálcico, con menor 

radiopacidad que el MTA pero que mejora ciertas propiedades como el tiempo de 

fraguado, la manipulación, y el potencial de decoloración (98, 109, 110). Actualmente, 

existen estudios que muestran una eficacia clínica 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 tenía como fin mejorar la adhesión de los 

cementos a la restauración final. Sin embargo, dicho material presenta dos grandes 

limitaciones: un potencial de remineralización muy inferior a otros materiales (109, 113, 

114); y la presencia de cuadros de citotoxicidad pulpar (114, 115) debido a la existencia 

de monómeros de resina que permanecen sin polimerizar (116). Por ello, 

recientemente, se incorporó al mercado el TheraCal PT, un nuevo material con 

polimerización dual que tiene como objetivo mejorar las propiedades de su predecesor. 
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Hoy en día, a pesar de que existen estudios que confirman la mejora de dichas 

propiedades, sigue siendo necesario la realización de más ensayos clínicos con dicho 

material (117).   

A pesar de los distintos CSCs comercialmente disponibles, la mayoría de autores 

coinciden en la necesidad de un mayor número 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 biológicas específicas 

que ayuden a crear un medio favorable para la reparación del complejo dentino-pulpar, 

ya que se encuentran en contacto directo o indirecto con el tejido pulpar (118). Por lo 

que idealmente, los materiales deben presentar características tanto de 

biocompatibilidad como de bioactividad, que estimulen la migración, proliferación y 

diferenciación osteogénica de las células (119). La evaluación de dichas propiedades 

antes de su uso clínico es transcendental, y para ello son empleadas las células madre 

procedentes de la pulpa dental, debido a su capacidad de diferenciación en células 

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

El concepto de biocompatibilidad hace referencia a la capacidad de un biomaterial para 

realizar su función 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 íntimo contacto con los tejidos vivos adyacentes. De este modo si la 

superficie química no presenta características de biocompatibilidad pueden ocurrir 

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

Para tratar de evitar daños locales o sistémicos sobre los tejidos, existen una gran 

variedad de métodos de ensayo que evalúan los posibles efectos biológicos adversos, 

asegurando la biocompatibilidad de los materiales antes de su comercialización. 

Además, existen normas internacionales que establecen criterios para la evaluación de 

seguridad de los materiales dentales (ISO 10993 e ISO 7405); siendo la prueba de 

citotoxicidad más común el análisis 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 reparación de los tejidos. Así, estos materiales deben 

favorecer el depósito de una capa superficial similar a la hidroxiapatita (118), es por ello 

que a través de la liberación de iones calcio e hidróxido, favorecen: la proliferación y 

diferenciación celular, la cicatrización de heridas y la formación 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 más común y utilizado, ha sido la medición 

de la expresión de marcadores osteo-odontogénicos, utilizando la reacción 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 análisis de la 

formación de depósitos de calcio mediante la tinción 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. OBJETIVOS 

 

Objetivo principal:  

Evaluar la biocompatibilidad y bioactividad de tres materiales basados en silicato de 

calcio, frente a células madre de pulpa dental. 

 

Objetivos específicos: 

 Determinar la viabilidad celular de las células madre pulpares tras el contacto con 

los materiales seleccionados para el estudio, así como observar su respuesta ante 

una herida mediante la migración celular. 

 

 Analizar la morfología y adhesión celular de las células madre pulpares cuando se 

encuentran en contacto directo con los materiales del estudio. 

 

 Caracterizar la composición de las superficies de los materiales de estudio, y 

comparar la liberación de compuestos en solución salina de pH fisiológico. 

 

 Establecer el porcentaje de células pulpares tanto vivas, como apoptóticas 

tempranas y necróticas apoptóticas tardías; tras la aplicación de los materiales 

seleccionados, así como determinar las especies reactivas de oxígeno producidas 

tras la aplicación de los distintos materiales. 

 

 Examinar la expresión de marcadores osteo-odontogénicos y evaluar la formación 

de depósitos cálcicos en las células madre de la pulpa dental expuestas a los 

materiales de estudio. 

 

 Establecer diferencias en cuanto a la composición de los materiales y su implicación 

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

El presente estudio ha sido aprobado por el Comité de Bioseguridad en Experimentación 

de la Universidad de Murcia (Anexo I) y por la Comisión de Ética de Investigación de la 

Universidad de Murcia (Anexo II). 

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 

características se especifican en la Tabla 1. 

Tabla 1: Características de los materiales empleados. 

A continuación, se describen los procedimientos que se llevarán 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 

realizarán en una cabina de seguridad Telstar BIO II A (Telstar, Terrasa, España) (Figura 

8) cumpliendo con las condiciones de esterilidad y bioseguridad. 

MATERIAL FABRICANTE COMPOSICIÓN 
NÚMERO 

DE LOTE 

MTA Angelus® 
Angelus, 
Londrina, PR, 
Brasil 

Silicato tricálcico, silicato 
dicálcico, aluminato tricálcico, 
óxido de calcio y tungstato de 
calcio. 

69755 

TheraCal PT® 
Bisco Inc. 
Schaumburg, IL, 
EE.UU. 

Cemento SG-Mix, bisfenol A-
glicidil metacrilato (Bis-GMA), 
circonato de bario, fluoruro de 
iterbio e iniciador. 

2300002964 

Biodentine XP® 
SEPTODONT, 
Saint Maur des 
Fossés, Francia 

­ Polvo: silicato tricálcico, 
óxido de circonio, óxido de 
calcio, carbonato de calcio y 
óxidos de hierro. 

­ Líquido: cloruro cálcico, 
policarboxilato y agua 
purificada. 

B31376AA 
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Figura 8. Cabina de seguridad Telstar BIO II A. 

3.1. DESCONGELACIÓN DE CÉLULAS CRIOPRESERVADAS 

Las DPSCs se conservan congeladas a una temperatura de -80ºC en las cámaras de 

congelación (NuAire, Plymouth, EE.UU.) o en nitrógeno líquido. Las muestras 

seleccionadas poseían una densidad celular mínima de un millón de células por mililitro 

en Pase 3, y su descongelación se llevó a cabo siguiendo el siguiente procedimiento: 

1. Se introdujo el tubo criogénico en el baño termostatizado (Ovan, Barcelona, 

España) a 37ºC para el inicio de su descongelación. 

2. En un tubo BD (Corning, Tamaulipas, México) de 15 ml, se depositó 9 ml de 

medio de cultivo DMEM completo y se le incorporó la suspensión celular 

previamente descongelada. La composición 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 Antibióticos (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 solución de cloruro de 

sodio) (Gibco, Paisley, Reino Unido). 

3. Se homogenizó la suspensión celular en el tubo BD. 

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

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

5. Se descartó el sobrenadante dejando solo el pellet celular y se resuspendió en 

12 ml de medio DMEM completo. 

6. La suspensión celular se sembró en un frasco de 75 cm2, que se agita ligeramente 

para un crecimiento celular homogéneo y se introdujo en la estufa incubadora a 

37ºC y 8,5% CO2. 

3.2. TRIPSINIZACIÓN 

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

subcultivo, para el cual se efectúa el protocolo de tripsinización:  

1. Se retira el medio de cultivo del frasco de 75 cm2 con la ayuda del pipeteador 

automático.  

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

3. Se añade la solución de tripsina (tripsin-EDTA 0.25%) (Sigma Aldrich, St Louis, 

EE.UU.). La cantidad de tripsina añadida depende del volumen del frasco, para 

un frasco de 25 cm2 se añaden 2 ml de tripsina, para uno de 75 cm2 serán 3 ml, 

y 5 ml para uno de 175 cm2. 

4. Incubación (Hera Cell 150, Thermo Fisher, Langenselbold, Hessen, Alemania) 

(Figura 10) del frasco a 37ºC y 8,5% de CO2 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, Canadá), que todas las células se han despegado 

correctamente del fondo del frasco. 

6. Se inactiva la tripsina añadiendo 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 

añadiendo medio DMEM completo, hasta conseguir una mezcla homogénea, 

para su posterior recuento y siembra celular. 

3.3. RECUENTO CELULAR 

Se efectúa el recuento y la estimación 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. Realización de una dilución 1:1 de azul tripán (Sigma Aldrich, St Louis, EE.UU.) y 

suspensión celular, añadiendo 100 µl de cada uno y resuspendiendo varias 

veces. 

2. Se deposita la dilución en la cámara de conteo (BIO-RAD, California, EE.UU.). 
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3. Se realiza una lectura en el contador celular automático (TC20 Automated Cell 

Counter, BIO-RAD, California, EE.UU.) (Figura 11), los valores de células totales 

y viables serán expresadas por el contador en “células/ml”. 

 
Figura 11. Contador celular automático. 

El recuento celular efectuado mediante la tinción azul tripán se fundamenta en la 

capacidad de las células vivas para expulsar el colorante, por el contrario, las células no 

viables resultan teñidas de azul sin expulsar el colorante. 

3.4. ENSAYOS EXPERIMENTALES 

3.4.1. PREPARACIÓN DE LOS ELUATOS DE CADA MATERIAL 

Para la obtención de los eluatos de cada material de estudio, se mezclaron sus 

componentes según las indicaciones de los fabricantes, y se prepararon moldes 

cilíndricos. 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 añadió 4 

ml/pocillo de medio de cultivo DMEM completo y se incubaron durante 24 horas a 37ºC 

y 8,5 CO2. 

Tras el condicionamiento, se retiró 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 µm, eliminándose cualquier posible residuo sólido. Los extractos 

de los materiales se conservaron a 4ºC. 
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3.4.2. MEDICIÓN DE LA ACTIVIDAD METABÓLICA CELULAR 

La determinación de la actividad metabólica, se efectuó 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 formazán, tras ello se analiza la 

acumulación de cristales con el fin de establecer la actividad metabólica celular en 

función del número de cristales presentes. 

Para la realización de este experimento, se sembraron placas de 96 pocillos a una 

densidad celular de 1.500-4.000 células/pocillo, en 180 µl de medio de cultivo DMEM 

completo; y se incubaron durante 24 horas a 37ºC y 8,5 CO2. Tras lograr una óptima 

adhesión y confluencia celular, se retiró el medio de cultivo y se añadieron 180 µl 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 medición de la actividad 

metabólica celular se les añadió PBS (Gibco), para así proteger de la evaporación 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 únicamente las células adheridas. 

2. Se añade a cada pocillo 200 µl de medio de cultivo DMEM sin suero ni rojo fenol 

(Thermo Fisher, Paisley, Reino Unido). 

3. En condiciones de oscuridad se agrega 50 µl/pocillo de MTT a 5 mg/ml quedando 

una concentración final de 1 mg/ml. 

4. Las placas se incuban en oscuridad a 37ºC y 8,5 CO2 durante un periodo tiempo 

de 2 a 4 horas.  

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

6. Se añade, 100 µl/pocillo de dimetilsulfóxido (DMSO) (Avantor Performance 

Materials, Gliwice, Polonia), con el fin de solubilizar los cristales de formazán. 
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7. Empleando el espectrofotómetro INFINITE 200 PRO (Tecan, Grödig, Austria) 

(Figura 12) se efectúa el agitado de la placa y la lectura de absorbancia a 570 y 

690 nm. 

 

Figura 12. Espectrofotómetro INFINITE 200 PRO. 

3.4.3. MIGRACIÓN 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 ejecución, 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 óptima confluencia, 

para ello se incubaron las placas en la estufa a 37ºC y 8,5 CO2, durante 24 horas. 

Posteriormente, se siguió el siguiente procedimiento: 

1. Realización 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 añade 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 dilución de tratamiento, se observa 

la progresión del cierre de la herida con el microscopio de contraste de fases 
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invertido (Nikon Eclipse Ti-S, Japón) (Figura 13), a un aumento de x100, 

obteniendo las imágenes con la capturada de imágenes (Nikon Digital Sight, 

Japón) en la misma zona del pocillo a las 0, 24, 48 y 72 horas.  

6. La realización del análisis y la comparativa de los cambios producidos entre las 

heridas de los pocillos, se realizó mediante el programa ImagenJ (National 

Institutes of Health, Bethesda, MD, EE.UU.), que permite medir el área de herida 

remanente sin cerrar; seguidamente se empleó 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 sembró una 

placa de 24 pocillos, con un volumen de 500 μl/pocillo y una cantidad celular de 20.000 

células por pocillo. A continuación, la placa se incubó en la estufa durante 24 horas a 

37ºC y 8,5% de CO2 para lograr la adhesión y el crecimiento celular en los pocillos.  

 

Figura 14. Preparación de la cabina para la realización del experimento. 



48 
 

Una vez pasadas las 24 horas el protocolo que se llevó a cabo fue el siguiente: 

1. Se retiró el medio de cultivo de los pocillos. 

2. Se aplicó el medio cultivo condicionado en tres diluciones distintas, 1:1, 1:2, 1:4 

y el control con medio DMEM sin condicionar. 

3. Se introdujo la placa en la estufa durante 72 horas a 37ºC y 8,5% CO2. 

4. Transcurrido el tiempo, se retiró el medio de cultivo de los pocillos y se llevaron 

a cabo tres lavados con PBS (Gibco). 

5. Fijación de las células con paraformaldehído (Sigma Aldrich, St Louis, EE.UU.) al 

4% en PBS, que se dejó actuar durante 15-20 minutos con los pocillos cubiertos. 

6. Se efectuaron 3 lavados con PBS. 

7. Se añade a los pocillos la dilución al 0,25% de Tritón 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 acción del Tritón, la permeabilización de la 

membrana celular. 

8. Realización de tres lavados con PBS. 

9. Se añadieron 300 µl/pocillo de la tinción de faloidina (Thermo Fisher, Rockford, 

EE.UU.) (solución de 20 µl de stock en 5,98 ml de PBS), en condiciones de 

oscuridad y a temperatura ambiente, para lograr el marcaje celular. 

10. Durante un periodo de entre treinta minutos y dos horas, se dejó la placa en 

agitación orbital continua (Elmi, Riga, Letonia) a 36 rpm (Figura 15). 

 

Figura 15. Agitador orbicular. 

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

12. Una vez llevada a cabo la tinción de faloidina, se realiza el marcado celular con 

4,6-diclorhidrato de diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Thermo Fisher, Waltham, 

EE.UU.) (dilución 1/500 en PBS, 20µl de stock en 10 ml de PBS), en oscuridad. 
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13. Se añadieron 400 µl/pocillo de la dilución DAPI; se incuba durante 1-5 minutos 

para un correcto marcaje del núcleo. 

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

La observación de la placa se realizó 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 observación con fluorescencia roja (exposición 800-1000 ms y ganancia 

2), y finalmente sin mover el campo de visión, se captura la imagen con fluorescencia 

azul (exposición 50-100 ms y ganancia 2); una vez efectuadas las capturas de ambas 

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

 

Figura 16. Microscopio de contraste de fases con fluorescencia. 

3.4.5. MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE BARRIDO 

A. Morfología celular y adhesión a los materiales 

A través del siguiente experimento se pretende analizar a nivel microscópico tanto la 

adhesión celular a los materiales de estudio, como la adaptación morfológica de las 

células a la superficie de los materiales. 

Para ello se empleó 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 cóncava de la pastilla quedase situada hacia la superficie para 

favorecer la siembra de células, que se realizó siguiendo el siguiente protocolo: 
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1. Se añadió minuciosamente sobre cada pastilla 1,5 ml de suero bovino fetal y se 

dejó actuando sobre las mismas durante 20 minutos, con el fin de lograr 

posteriormente una mejor adhesión de la suspensión celular a la superficie de 

los materiales. 

2. Se retiró el suero de los pocillos. 

3. Se sembró sobre cada pastilla la suspensión celular con 100.000 células y se 

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

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

5. Se incubó durante 72 horas en la estufa. 

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

7. Se fijaron las células adheridas empleando glutaraldehído (Sigma Aldrich, St 

Louis, EE.UU.) al 2,5% que se mantiene actuando a 4ºC durante 30 minutos. 

8. Se retiró el fijador y se conservaron las pastillas con lavador de sacarosa hasta la 

posterior realización del análisis microscópico.  

Las muestras se trasladaron al Servicio de Microscopía y Análisis de Imagen en el edificio 

SACE, donde se lavaron para su posterior fijación en tetróxido 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 deshidratación final 

empleando alcohol absoluto. Tras ello, las muestras se secaron mediante el método de 

punto crítico con el fin de preservar las estructuras biológicas y los materiales evitando 

su colapso. Posteriormente tras lograr muestras secas y estables, estas fueron 

recubiertas con oro y paladio, para su posterior observación en el microscopio 

electrónico de barrido (Apreo 2 SEM, Thermo Fisher, Oregón, EE.UU.) con un voltaje de 

10 kV. Tras la evaluación microscópica de las muestras, se procedió a capturar imágenes 

de forma aleatoria de diferentes áreas de los materiales con aumentos de x100, x300 y 

x1500. 

B. Espectrometría dispersiva de rayos X (EDX). 

Mediante el sistema de espectrometría de rayos X (EDX) se realiza una medida 

cualitativa y cuantitativa de los elementos que componen los materiales de estudio, 

obteniéndose información acerca de la composición química que presenta cada 

material. 
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Para la ejecución de este experimento se utilizaron discos sin ningún tratamiento previo 

a su traslado al Servicio de Microscopia y Análisis de Imagen; fue aquí donde al igual que 

en el anterior experimento, se recubrieron con oro y paladio para su posterior análisis, 

para el cual se empleó el sistema de captación de rayos X (EDAX AMETEK) incorporado 

en el microscopio electrónico de barrido Apreo 2 SEM. 

3.4.6. ESPECTROMETRÍA DE MASAS CON PLASMA ACOPLADO 

 INDUCTIVAMENTE 

La finalidad de este experimento fue analizar la liberación de iones: aluminio (Al), bario 

(Ba), bismuto (Bi), hierro (Fe), estroncio (Sr), wolframio (W), zirconio (Zr), calcio (Ca), 

azufre (S) y sílice (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 µm, eliminándose cualquier posible residuo sólido. Se analizaron los 

eluyentes empleando la espectrometría de masas con plasma acoplado inductivamente 

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

3.4.7. MEDICIÓN DE APOPTOSIS/NECROSIS  

Para la realización 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 37ºC y 8,5 CO2. Se asignó una placa para cada 

material, y una columna para cada dilución, añadiéndose 2 ml/pocillo de la 

correspondiente dilución de estudio (sin diluir, diluido 1:2 y diluido 1:4), además una de 

las placas fue utilizada como control, depositándose 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 llevó a cabo el siguiente 

protocolo para lograr medir la exposición de fosfatidilserina presente durante el proceso 

apoptótico en las membranas celulares, empleándose distintos conjugados de anexina 

V marcados con fluorescencia. 
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1. Se despegaron las células de los pocillos, mediante el protocolo de tripsinización 

previamente desarrollado, pero sin descartar los sobrenadantes. 

2. Se efectuó la tinción celular empleando anexina-V marcada con FITC 

(isotiocianato de fluoresceína) y 7-AAD (7-amino-actinomicina D) (Immunostep, 

Salamanca, España) siguiendo las instrucciones del fabricante, dejando actuar a 

temperatura ambiente durante 15 minutos. 

3. Realización de la citometría de flujo empleando el BD FACS CantoTM (BD 

Biosciences, San José, CA, EE.UU.). 

4. Análisis de los porcentajes de células pulpares tanto vivas (Anexina-V−/7-AAD−), 

como apoptóticas tempranas o tardías (Anexina+/7-AAD−) y necróticas 

(Anexina-V+/7-AAD+); se efectuó mediante el software FlowJo (FlowJo LLC, 

Ashland, OR, EE.UU.). 

3.4.8. MEDICIÓN DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE ÓXIGENO 

 INTRACELULAR 

La siembra y el cultivo celular de este experimento se desarrolló 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 óptimas condiciones. Se llevó a cabo el protocolo 

para la medición de las especies reactivas de oxígeno (ROS) producidas bajo diferentes 

condiciones: 

1. Se despegaron las células de los pocillos, siguiendo el mismo protocolo de 

tripsinización que se desarrolló anteriormente. 

2. Se realizaron 2 lavados a las células con PBS. 

3. Se tiñeron empleando como marcador de estrés oxidativo 5 µmol/L de 5-(y-6)-

clorometil-2´,7´ diclorodihidrofluoresceína diacetato (CM-H2DCFDA) (Molecular 

Probes, Eugene, OR, EE.UU.), en condiciones de oscuridad, 30 minutos a 37ºC. 

4. Cuantificación de la fluorescencia intracelular a través del citómetro de flujo LSR 

Fortessa X-20 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.), estableciendo como 

valores 492 nm de excitación y 517 de emisión. 

5. Análisis de las células positivas para CM-H2DCFDA mediante el software FlowJo 

(FlowJo LLC, Ashland, OR, EE.UU.). 
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3.4.9. EXPRESIÓN DE MARCADORES OSTEO-ODONTOGÉNICOS 

El propósito de este ensayo fue evaluar la expresión de los marcadores osteo-

odontogénicos de las células madre de pulpa dental, como medida de diferenciación 

celular. Para ello se utilizó la técnica de la reacción 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 realización del ensayo se muestran en la Tabla 2. La expresión génica relativa se 

calculó empleando el método 2-ΔΔCT, utilizándose como referencia la expresión del gen 

housekeeping, gliceraldehído-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´ 

Sialofosfoproteína 
dentinaria  

(DSPP) 

5´-GCATTTGGGCAGTAGCATGG-3´/5´-CTGACACATTTGATCTTGCTAGGAG-3´ 

Factor de transcripción 
involucrado en la 

diferenciación 
osteoblástica y la 

morfogénesis 
esquelética  

(RUNX2) 

5´-TCCACACCATTAGGGACCATC-3´/5´- TGCTAATGCTTCGTGTTTCCA-3´ 

Colágeno tipo 1 
(Col1A1) 

5´-CCCGGGTTTCAGAGACAACTTC-3´/5´-TCCACATGCTTTATTCCAGCAATC-3´ 

Osteonectina  
(ON) 

5´-GCATCAAGCAGAAGGATA-3´/5´-AATAGTTAAGTTACAGCTAAGAAT-3´ 

Gliceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa 

(GAPDH) 

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

Para llevar a cabo el procedimiento de diferenciación 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 simultánea 

durante 3 y 7 días, a 37ºC y 8,5 CO2; los medios de cultivo se reemplazaron cada 3 días. 
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Una vez cumplidos cada uno de los periodos de tiempo establecidos, se llevaron a cabo 

los protocolos de extracción y cuantificación del ácido ribonucleico (ARN), 

retrotranscripción de ARN a ácido desoxirribonucleico complementario (ADNc) y 

finalmente el protocolo de qPCR. 

3.4.9.1. EXTRACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DEL ARN DE LAS 

 CÉLULAS MADRE DE LA PULPA DENTAL 

El protocolo que se llevó a cabo fue el siguiente: 

1. Se retiró el sobrenadante de los pocillos. 

2. Lavado con 2 ml/pocillo de PBS. 

3. Se llevó a cabo el protocolo de tripsinización, previamente desarrollado, para 

despegar las células de los pocillos.  

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

5. Se añadió 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 descartó el PBS con la ayuda de la micropipeta evitando despegar el pellet 

celular. 

7. Se realizó la extracción de ARN de las células, siguiendo el protocolo propuesto 

por el mini kit RNeasy® (Qiagen). 

8. Se cuantificó el ARN extraído, utilizando el NanoDrop 2000 (Figura 17), cuyos 

valores se expresaron en ng/µl. 

9. Finalizada la cuantificación, se conservaron las muestras a -80ºC en las cámaras 

de congelación. 

 

Figura 17. Espectrofotómetro NanoDrop 2000. 
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3.4.9.2. RETROTRANSCRIPCIÓN DE ARN A ADNc 

Tras la extracción y cuantificación del ARN, el siguiente paso fue la síntesis de ADNc 

mediante la retrotranscripción de 1 µg/muestra de ARN; para lo cual se siguieron las 

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

3.4.9.3. PROTCOLO DE REALIZACIÓN DE qPCR 

La preparación de las muestras obtenidas de ADNc, para la posterior realización de las 

qPCR, se realizó en la cabina Telstar Mini-V/PCR (Telstar, Terrasa, España), donde 

siguiendo las instrucciones del kit TB Green® Premix Ex TagTM (Takara Bio Inc, Nojihigashi, 

Kusatsu, Japón), se llevó a cabo el siguiente protocolo:  

1. Preparación de la “Master Mix” de cada gen, utilizando un microtubo y 

añadiendo: 

o 5 µl/reacción de TAKARA. 

o 0,3 µl/reacción del oligonucleótido correspondiente. 

o 2 µl/reacción de agua ultrapura. 

o 0,2 µl/reacción de ROX. 

2. Se diluyó con agua ultrapura el ADNc, y se añaden 8,33 ng/ reacción. 

3. Se preparó una placa PCR de 96 pocillos, donde se añadieron 7,5 µl/pocillo de 

cada “Master Mix” y 2,5 µl/pocillo de ADNc, cada reacción se repitió por 

triplicado. 

4. Se selló la placa con una lámina de microsellado. 

5.  Previo a la realización de la lectura se centrifugó la placa durante unos segundos. 

6. Establecemos los parámetros de la reacción, tal como indica el fabricante 

TAKARA, en Bio-Rad iQS. 

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

detección de PCR en tiempo real de un solo color. 
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Figura 18. My iQ, sistema de detección de PCR en tiempo real. 

3.4.10. ANÁLISIS DE LA FORMACIÓN DE DEPÓSITOS CÁLCICOS 

La finalidad de este experimento es analizar el potencial de mineralización que 

presentan las células madre pulpares, una vez entran en contacto con MTA Angelus, 

TheraCal PT y Biodentine XP.  

La siembra celular se efectuó en placas de seis pocillos (100.000 células/pocillo); que se 

incubaron a 37ºC y 8,5 CO2 hasta que las células alcanzaron una confluencia celular 

entorno al 80%. 

A continuación, se aplicó el tratamiento utilizando tres medios de cultivo diferentes: 

para el control negativo se empleó medio de cultivo DMEM completo, el control positivo 

de mineralización con medio de cultivo OsteoDiff que promueve la diferenciación 

osteogénica; y finalmente, el medio de cultivo condicionado con los materiales de 

estudio sin diluir. En los tres casos, el volumen añadido a los correspondientes pocillos 

fue de 2 ml. 

Posteriormente, las placas fueron cultivadas durante 21 días en la estufa, a 37ºC y 8,5% 

CO2, cada 3 días se les realizaron cambios de medio de cultivo y una vez concluido el 

periodo de tiempo, se llevó a cabo el siguiente protocolo: 
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1. Se retiró el medio de cultivo y se lavaron las placas aplicando 2 ml/pocillo de PBS. 

2. Se fijaron las células con paraformaldehído al 4%, y seguidamente se lavaron y 

conservaron los pocillos con agua ultrapura (Sigma Aldrich, Steinheim, 

Alemania), hasta su posterior tinción de Alizarin Rojo S. 

3. Preparación de la dilución de Alizarin: 

3.1. Se disuelve 1 gr de Alizarin en 50 ml de agua ultrapura. 

3.2. Se resuspende la disolución y se agita el tubo para homogeneizarlo todo. 

3.3. Se ajusta el pH hasta que alcance un valor próximo a 4,2. 

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

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

 

Figura 19. Preparación 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 retiró la tinción de Alizarin. 

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

exceso de Alizarin. 

8. Se observó la tinción de las muestras usando el microscopio Nikon Eclipse Ti-S, 

con el aumento de x100, y se realizaron fotografías con la capturada de imágenes 

Nikon Digital Sight; para así estudiar la formación de depósitos cálcicos. 

 

Una vez realizada la tinción de las muestras con la disolución de Alizarin y tras observar 

microscópicamente la capacidad de mineralización de las células en contacto con los 

materiales de estudio, se realizó la cuantificación de los depósitos de calcio:  
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9. Se retiró el agua ultrapura y se añadieron 800 µl/pocillo de ácido acético al 10% 

(Panreac, Castellar del Vallès, Barcelona, España). 

10. Se colocaron las placas en oscuridad en el agitador durante 30 minutos a 120 

rpm, para la solubilización de los depósitos de calcio teñidos. 

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 recogió mediante la pipeta de 1000 µl 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 vórtex. 

14. Se calentó la solución a una temperatura de 85ºC durante 10 minutos en el 

termobloque (OHAUS, Greifensee, Suiza), y posteriormente se enfrió en hielo 

durante 5 minutos. 

15. Se centrifugó durante 15 minutos a 20.000 g. 

16. Se trasladó el sobrenadante (500 µl) a nuevos tubos Eppendorf. 

17. Se añadió 200 µl/tubo de hidróxido de amonio para neutralizar el ácido acético. 

18. Se preparó un microtubo adicional, que actuaría como blanco en la posterior 

medición de la absorbancia, por lo que se le añadió: 500 µl de ácido acético y 

200 µl de hidróxido 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 efectuó la lectura de absorbancia de la placa en el espectrofotómetro 

INFINITE 200 PRO, ajustando el valor de medición de absorbancia a 405 nm. 
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3.5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Todos los datos obtenidos se han analizado empleando el software Graph-Pad Prism 

v8.1.0 (GraphPad Software). La cuantificación de dichos datos se calculó como las 

medias y desviaciones estándar (DE). La distribución de los datos fue comprobada 

previamente utilizando un gráfico Q-Q. La significancia estadística se evaluó mediante 

el test de análisis de la varianza ANOVA, seguido de la prueba post-hoc de Tukey. Cada 

dilución fue considerada como un tratamiento independiente, en las representaciones 

gráficas * expresa valor p < 0,05, ** expresa valor p < 0,01 y *** expresa valor p < 0,001; 

considerándose significación estadística para un valor de p < 0,05. 
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4. RESULTADOS 

4.1. ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR (MTT) 

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

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

El tratamiento con TheraCal PT sin diluir disminuyó de forma estadísticamente 

significativa la actividad metabólica 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, únicamente a las 72 horas mostraron una ligera diferencia significativa 

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

 

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

La actividad metabólica de las células en presencia de los materiales a una dilución 1:2 

se muestra en la Figura 22. Nuevamente se observa una disminución significativa (*** p 

< 0,001) de actividad respecto al control ante la exposición 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 observándose 

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 metabólica con el 

control, no observando diferencias a las 24 y 48 horas. 
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Figura 22. Resultados de MTT tras la aplicación 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, únicamente el tratamiento con TheraCal PT provocó una ligera 

diferencia en la actividad metabólica (* p < 0,05) respecto al control a las 72 horas. El 

resto de tratamientos presentan valores próximos a los expresados por el control tanto 

a las 24, como a las 48 y 72 horas. 

 

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

El análisis de los resultados obtenidos a partir del ensayo de migración celular (Figura 

24), muestra como el MTA Angelus no provocó cambios significativos en el proceso de 

cicatrización celular en ninguno de los intervalos de tiempo estudiados, siendo los 

resultados obtenidos similares a los resultantes del grupo control, no evidenciándose 

interferencias significativas del MTA Angelus con los mecanismos de migración celular 

bajo las condiciones del estudio. 

Sin embargo, se observó una menor capacidad de migración, 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 estadísticamente significativas cuando 

se presenta en dilución 1:2 y 1:4, muestra el menor porcentaje de herida abierta de todo 

el ensayo a las 72 horas, cuando se encuentra en dilución 1:2. No obstante, al evaluar 

dicho material sin diluir se observa una tasa significativamente reducida de cicatrización 

en comparación 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, evidenció una tasa significativamente 

menor de cicatrización (*** 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 

que TheraCal PT una disminución en la capacidad de cicatrización que resulta 

estadísticamente significativa (*** p < 0,001) al ser comparada con la presentada por el 

control. Al igual que MTA Angelus y TheraCal PT, no se observan diferencias significativas 

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

En general, tras el análisis de los resultados del ensayo de migración celular, se observa 

que los materiales evaluados contribuyen positivamente al cierre de la herida, 

principalmente cuando se encuentra en dilución 1:2 o 1:4.  
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Figura 24. Evolución de la migración celular tras la exposición 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 capturó en intervalos de 24 horas durante 3 días, en relación el porcentaje total de herida abierta a las 0 

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

En la Figura 25 se presentan las imágenes de las muestras evaluadas, el citoesqueleto se 

observa en rojo (Tinción con faloidina) y los núcleos celulares se observan en azul 

(Tinción 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 dilución 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 

concentración. 

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 dilución 1:2, evidencia una mayor densidad y confluencia celular que el resto 

de materiales. Sin embargo, cuando la dilución del cultivo de MTA Angelus pasa a ser 

1:4, se aprecia un leve aumento de expansión celular acompañado de un mayor tamaño 

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 comparación con las halladas en el control; especialmente cuando se 

encuentran sin diluir y en dilución 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 morfología celular alcanza su mayor grado de similitud 

en comparación con las analizadas en el cultivo de control. 
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Figura 25. Observación de la estructura y organización del citoesqueleto y el núcleo 

celular de las DPSCs mediante microscopia de fluorescencia, tras el cultivo con los tres 

materiales de estudio durante 72 horas. 

4.4. MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE BARRIDO  

4.4.1. MORFOLOGÍA CELULAR Y ADHESIÓN A LOS MATERIALES 

El análisis de la morfología y la adhesión 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 morfología generalmente fusiforme, 

acentuada principalmente en MTA Angelus con células de mayor tamaño. En presencia 

de Biodentine XP, al igual que en MTA, se observaron células fusiformes especialmente 

alargadas, pero con un tamaño más reducido. En cambio, las células sembradas sobre 

TheraCal PT presentaron una morfología más irregular que el resto de células. 



67 
 

En cuanto a la adhesión celular observada sobre las superficies de los distintos 

materiales, las muestras con TheraCal PT presentaron una menor densidad celular junto 

con una menor adhesión 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 adhesión celular a la superficie de los discos. 

Por tanto, las células, tras su observación con microscopía electrónica de barrido, 

mostraron una cierta adherencia a la superficie de todos los materiales evaluados, como 

se puede observar en la Figura 26, alineándose estos resultados con los obtenidos en el 

ensayo de viabilidad celular. 

 

Figura 26. Micrografías tomadas a 100x, 300x y 1500x de la morfología y adhesión 

celular de las DPSCs cultivadas sobre los materiales de estudio.  

4.4.2. ESPECTROMETRÍA DISPERSIVA DE RAYOS X 

El análisis EDX, evidenció la presencia en la superficie de los discos, de elementos 

químicos acordes con la composición 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. Espectrometría de los discos de MTA Angelus (A), TheraCal PT (B), y Biodentine XP (C). En la primera columna se muestran 

micrografías 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 atómico.
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Los tres materiales analizados reflejaron principalmente altos porcentajes de calcio, 

oxígeno y carbono, siendo estos tres valores similares, se observó una mayor cantidad 

de calcio para Biodentine XP. En menor medida se detectó la presencia de otros 

elementos como silicio y hierro, en Biodentine XP; así como de aluminio y silicio en 

TheraCal PT y MTA Angelus. Además, se identificó en todos los materiales la presencia 

de circonio cuya función es actuar como elemento radiopacificador; adicionalmente se 

observó la presencia de un segundo elemento radiopacificador, como el tungsteno, en 

MTA Angelus.  

4.5. ENSAYO DE ICP-MS 

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

analizó mediante el ensayo de ICP-MS, mostrándose los resultados en la Tabla 3.  

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

partes por millón). 

Nombre 
de la 

muestra 

Al 
Conc. 
(ppb) 

Ba 
Conc. 
(ppb) 

Bi 
Conc. 
(ppb) 

Fe 
Conc. 
(ppb) 

Sr 
Conc. 
(ppb) 

W 
Conc. 
(ppb) 

Zr 
Conc. 
(ppb) 

Ca 
Conc. 
(ppm) 

S 
Conc. 
(ppm) 

Si 
Conc. 
(ppm) 

MTA 
Angelus 

< 10 < 50 42,32 < 10 649,96 891,37 < 5 26,49 0,41 21,09 

TheraCal 
PT 

< 10 < 50 < 5 < 10 124,68 < 10 < 5 109,94 0,23 3,17 

Biodentine 
XP 

< 10 196,35 < 5 < 10 2854,98 < 10 < 5 40,61 45,71 32,03 

Los datos revelaron que la concentración 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 

liberación de iones azufre y silicio fue superior en Biodentine XP, comparado con el resto 

de materiales, no obstante, MTA Angelus también presentó una moderada liberación 

de iones silicio. 
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El resto de iones analizados presentaron una concentración notablemente reducida, no 

obstante, MTA Angelus presentó niveles de iones tungsteno y bismuto superiores a 

TheraCal PT y Biodentine XP; también mostró valores relevantes de estroncio, aunque 

fue Biodentine XP quién evidenció la mayor liberación de iones estroncio, al igual que 

de iones bario.  

4.6. ENSAYO DE APOPTOSIS/NECROSIS CELULAR 

El análisis de la apoptosis/necrosis celular, proporcionó gráficos de densidad que 

indicaron el porcentaje de células vivas (Q4), células apoptóticas tempranas (Q3), células 

apoptóticas tardías (Q2) y células necróticas (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 más alto de células vivas se observó en 

presencia de Biodentine XP, con valores próximos al 93% en las tres diluciones 

analizadas, siendo estas cifras muy similares al control. El porcentaje de células 

apoptóticas tempranas en presencia de dicho material en las tres concentraciones osciló 

entre el 5,1% y el 5,66%; con apenas células apoptóticas tardías y necróticas, cuyos 

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

Por otro lado, tras la incubación con MTA Angelus se obtuvo un porcentaje de células 

vivas prácticamente idéntico en dilución 1:4 y 1:2 (90,7% y 90,6% respectivamente), 

siendo este valor ligeramente inferior cuando se ensayó sin diluir, con un porcentaje de 

88,2%. La cantidad de células apoptóticas tempranas aumentó al disminuir la dilución 

de los materiales, observando un 8,75% de células apoptóticas tempranas cuando el 

material se analizó sin diluir. En cambio, la concentración 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 dilución 1:4 como 1:2, siendo el porcentaje de un 89%. Sin embargo, la cantidad 

de células apoptóticas tempranas fue mayor ante la dilución 1:2 (8,84%) que 1:4 (8,18%). 

Al disminuir la dilución del material aumentaron la cantidad de células apoptóticas 

tempranas. A su vez, TheraCal PT sin diluir indujo el mayor porcentaje de células 

apoptóticas tardías y necróticas con un valor de 3,09%.  
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Figura 28. Análisis de la citometría de flujo de la apoptosis y necrosis celular inducida 

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

Anexina-V-FITC y 7-AAD.  
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4.7. ENSAYO DE LA LIBERACIÓN DE ROS 

La cantidad de especies reactivas de oxígeno intracelular, producida por parte de las 

DPSCs al ser tratadas con los materiales de estudio y posteriormente teñidas con CM-

H2DCFDA, reflejó tras la citometría de flujo (Figura 29) un incremento en los niveles 

intracelulares de ROS con el aumento de la concentración de los materiales.  

 

Figura 29. Análisis de la liberación de ROS en presencia de los materiales sobre DPSCs 

empleando CM-H2DCFDA. ** p < 0,01, *** p < 0,001. 
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Los niveles más altos de ROS fueron evidenciados para TheraCal PT y MTA Angelus, 

cuando los materiales se encontraban en dilución 1:1, observándose diferencias 

significativas respecto a las células control (*** p < 0,001). Además, TheraCal PT, en 

diluciones 1:2 y 1:4, continuó presentando altos niveles de ROS intracelular en 

comparación con el grupo control. 

Sin embargo, MTA Angelus al reducir su concentración a 1:2 y 1:4, disminuyó sus niveles 

de especies reactivas de oxígeno intracelular, no obstante, continuó induciendo niveles 

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

En cambio, los niveles de ROS tras la incubación en el grupo de Biodentine XP, fueron 

muy semejantes a los observados en las células del grupo control. No evidenciándose 

diferencias estadísticamente significativas, entre dicho material en cualquiera de sus 

diluciones respecto al control. 

4.8. ENSAYO RT-QPCR 

La capacidad de diferenciación osteo-odontogénica de las DPSCs tras su cultivo junto a 

los materiales de estudio, se evaluó mediante el ensayo de RT-qPCR a los 3 y 7 días 

(Figura 30).  

Los resultados mostraron una regulación positiva y estadísticamente significativa del 

gen ALP en presencia de MTA Angelus y de Biodentine XP, a los 3 días de incubación.  

Así, en ambos casos, los niveles de expresión del gen fueron significativamente 

superiores a los obtenidos tanto para el control positivo y negativo, como para TheraCal 

PT. No obstante, a los 3 días, los niveles de expresión de ALP en presencia de MTA 

Angelus fueron estadísticamente superiores a los inducidos por Biodentine XP (** p < 

0,01). Este aumento de la expresión de ALP, se mantiene a los 7 días 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 

caída drástica en los niveles de expresión del gen ALP en presencia de Biodentine XP a 

los 7 días, con niveles inferiores a ambos controles.  

Los niveles de expresión DSPP, variaron en función del momento del análisis, 

observándose un aumento de expresión estadísticamente significativo a los 3 días 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 días fue en el cultivo con MTA Angelus donde se observaron 

las mayores diferencias (*** p < 0,001) en el aumento de la expresión de dicho gen con 

respecto a los grupos control, así como con los resultados obtenidos para el resto de los 

materiales analizados. No obstante, Biodentine XP produce un aumento en la expresión 

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

Por lo que se observó como tanto MTA Angelus como Biodentine XP estimularon la 

expresión 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 evidenció un incremento en la expresión de dicho gen a los 3 y 7 

días en presencia de MTA Angelus. Este incremento resultó ser estadísticamente 

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 

expresión resultaron ser menores a los 7 días cuando se comparó con el control 

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

Finalmente, la expresión génica de RUNX2 y ON en presencia de los materiales 

estudiados, no mostró diferencias significativas en cuanto a una mayor estimulación de 

expresión génica con respecto al control negativo, en ninguno de los intervalos de 

tiempo analizados. Únicamente se observó un aumento de expresión significativo en 

presencia de MTA Angelus con respecto a OsteoDiff (** p < 0,01) a los 3 días.  
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Figura 30. Expresión de marcadores osteo-odontogénicos por parte de las DPSCs tras 

su cultivo junto a los materiales de estudio, y posteriormente analizadas mediante RT-

qPCR. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 
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4.9. ENSAYO DE MINERALIZACIÓN 

El potencial de mineralización mostrado por parte de las DPSCs cultivadas junto con los 

materiales de VPT, se observó tras la aplicación de la tinción Alizarin Rojo S a los 21 días. 

Los resultados se representan en la Figura 31. En general, todos los materiales 

presentaron un potencial de mineralización distinto, con diferencias significativas tanto 

entre ellos como respecto a los controles de cultivo. 

 

Figura 31. Resultados de la tinción con Alizarin Rojo S para el estudio de la formación 

de nódulos mineralizados por parte de las DPSCs cultivadas junto a los materiales y a 

los grupos control, analizadas en el día 21. ** p < 0,01; *** p < 0,001. 
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En relación con el control negativo, tanto OsteoDiff (control positivo) como el resto de 

materiales exhibieron una capacidad significativamente superior de mineralización (*** 

p < 0,001). En particular, el grupo tratado con Biodentine XP fue quien mostró un pico 

de mineralización significativamente más 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 mostró (** p < 0,01). 

En consonancia con el análisis estadístico, las imágenes de microscopia muestran la 

presencia de un elevado número de nódulos calcificados en el cultivo de Biodentine XP, 

siendo estos acúmulos los que presentan un tamaño más pronunciado y un color más 

intenso en comparación con el resto de materiales; ya que en los cultivos de MTA 

Angelus y TheraCal PT, aunque las imágenes reportan cierta presencia de nódulos 

mineralizados, estos son de menor tamaño y de un rojo más claro que los observados 

en Biodentine XP, no obstante TheraCal PT presenta tanto en las imágenes como en el 

análisis estadístico un leve incremento en su capacidad de mineralización al ser 

comparado con MTA Angelus. 
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5. DISCUSIÓN 

5.1. MANTENIMIENTO DE LA VITALIDAD PULPAR 

Durante los últimos años 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 carácter invasivo de ciertos procedimientos dentales, como el 

tratamiento de conductos radiculares (125). Esto ha desembocado en estrategias de 

tratamiento menos invasivas basadas en principios biológicos, que tratan de preservar 

la vitalidad pulpar; por ello, a través de la VPT se persigue la eliminación de la irritación 

microbiana y la prevención de nuevos daños, mediante técnicas y biomateriales capaces 

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

Tradicionalmente, solo se aconsejaba la realización de tratamientos de terapia vital 

pulpar, en dientes que presentaban signos y síntomas de pulpitis reversible (126), pero 

realmente el diagnóstico 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 inflamación 

no compromete a la totalidad de la pulpa y se localiza únicamente en el área afectada, 

por lo que al extraer el tejido infectado es posible la conservación de la vitalidad pulpar 

(128). 

No obstante, el control del sangrado tras la eliminación del tejido infectado es un factor 

clave para el mantenimiento de la vitalidad pulpar. Un aumento del sangrado pulpar en 

el lugar de exposición sugiere que la respuesta inflamatoria se extiende de forma más 

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 estará 

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 conservación del tejido pulpar 

restante está indicada, y por tanto el siguiente factor a considerar es la elección 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 últimas décadas han supuesto un notable avance en el estudio y comprensión de la 

biología pulpar, aspecto fundamental de la VPT. Así, gracias a los avances en el estudio 

del mecanismo de respuesta dentinopulpar, el enfoque actual se centra en el análisis y 

la posible mejora de los materiales empleados en tratamientos destinados a conservar 

la vitalidad pulpar (130).  

En la literatura científica, se observa un creciente número de artículos acerca de los 

materiales utilizados en VPT. Sin embargo, son múltiples los materiales que aparecen de 

manera constante en el mercado, lo que hace necesario realizar estudios no solo que 

evalúen su eficacia y tasa de éxito, sino también sus propiedades de biocompatibilidad 

y bioactividad. Es por ello que el presente estudio examina dichas propiedades 

biológicas a través de una serie de ensayos experimentales. 

Actualmente, el MTA es uno de los materiales más utilizados en la mayoría de los 

tratamientos de VPT, no obstante, en los últimos años 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 día los estudios apenas muestran diferencias significativas entre MTA y 

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, únicamente han sido objeto 

de estudio por Cassiano y cols. (138), quienes evaluaron de forma conjunta tanto sus 

propiedades fisicoquímicas como ciertas propiedades biológicas (ensayo XTT y qPCR). 

Por ello, en la presente investigación se ha realizado un exhaustivo análisis in vitro de 

las propiedades biológicas de dicho material, y a su vez se han comparado con las de 

otros materiales sobre los que existe una mayor bibliografía como MTA Angelus y 

TheraCal PT. 

5.3. SOBRE EL MÉTODO IN VITRO 

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

el primer escalón a la hora de analizar las propiedades biológicas de los materiales (139). 
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Es evidente que el factor más 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 análisis de su biocompatibilidad es un hecho 

transcendental (120). Posteriormente, en función de los resultados obtenidos tras el 

análisis in vitro, será cuando se decida si se pasa a la parte de ensayos in vivo y 

finalmente a las pruebas clínicas, de modo que este proceso es obligatorio para 

garantizar la seguridad biológica de los materiales odontológicos empleados (140). 

La metodología in vitro, se trata de un procedimiento relativamente rápido, sencillo, de 

carácter 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 clínicos son cuestionables ya que las condiciones 

simuladas no son idénticas a las que se obtendrían empleando el método in vivo. Es por 

esto, que los ensayos realizados in vitro precisan de un mayor número de investigaciones 

antes de poder establecer conclusiones sólidas. Lo ideal sería una combinación de 

ensayos in vitro, in vivo y clínicos; para obtener unos resultados altamente satisfactorios 

(141). 

Así, existen estudios como el de Lee y cols. (142), y Pedano y cols. (143), que analizaron 

el potencial de remineralización ósea y dental de las DPSCs en presencia de ciertos 

materiales, mostrando correlación entre los resultados tras analizar simultáneamente 

los ensayos tanto in vitro como in vivo. 

Nuestro estudio se basó estrictamente en la normativa internacional sobre la evaluación 

biológica de los productos sanitarios biológicos respecto a dispositivos médicos (ISO 

10993:2009), donde se establecen los protocolos a seguir tanto para la preparación de 

las muestras y materiales de referencia, como para la realización 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 situación clínica real, siendo por tanto utilizada en las 

investigaciones odontológicas que impliquen elementos que puedan conllevar riesgos 

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

Este estudio se ha llevado a cabo empleando DPSCs, ya que son consideradas como las 

candidatas ideales para la reparación y regeneración del tejido pulpar dañado. Son 

células de fácil acceso, que se pueden obtener de extracciones de terceros molares 

sanos o de piezas extraídas por indicación ortodóncica. Las células madre pulpares 

destacan por su alto potencial de diferenciación, su fácil cultivo y su baja morbilidad 

(146, 147), características que han puesto en evidencia como las DPSCs pueden ayudar 

en la reparación del complejo dentinopulpar; efecto que en múltiples ocasiones se ve 

favorecido al entrar en contacto con las moléculas bioactivas de ciertos materiales (146, 

148). 

Sin embargo, la capacidad de diferenciación odontogénica de las DPSCs es un 

mecanismo complejo en el cual participan múltiples vías de señalización como las vías 

Wnt, BMP/Smad, MAPK, NF-Kb, PI3K/AKT/mTOR, vías de señalización de Notch y las vías 

de señalización paralelas multipath (149). 

El potencial dentinogénico de las DPSCs, es una parte fundamental de la base biológica 

de la VPT, por ello se busca que los materiales promuevan la diferenciación de las células 

madre de la pulpa en células similares a odontoblastos. El objetivo es lograr la formación 

de dentina terciaria, y tratar de favorecer el pronóstico de los tratamientos de terapia 

vital pulpar. Este proceso está regulado por factores de crecimiento y reguladores 

transcripcionales tales como: BMP, TGF, FGF y Wnt; cuyo papel es la producción 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 reparación del complejo dentinopulpar y presentan 

condiciones histológicas que permiten una evaluación 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 METABÓLICA CELULAR 

El ensayo MTT se basa en la capacidad de las células para a través de la acción 

mitocondrial reducir y convertir la sal de tetrazolio MTT en cristales de formazán, una 

sustancia púrpura altamente lipofílica, cuya concentración se determina por medio del 

análisis fotométrico de la placa y tras el cual se obtiene un dato que se correlaciona con 

el número de células metabólicamente activas (151, 152). Además, 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 proliferación 

celular (154). 

Los hallazgos obtenidos reflejan como MTA Angelus y Biodentine XP tienden a aumentar 

la actividad metabólica celular con el tiempo (proliferación), ya sea en su forma sin diluir 

o en las diluciones 1:2 y 1:4. En cambio, TheraCal PT sin diluir presentó durante los tres 

intervalos de tiempo evaluados valores semejantes de actividad y por lo tanto de 

viabilidad celular; sin embargo, cuando se analizó en dilución mostró especialmente tras 

72 horas en dilución 1:4 un aumento de la proliferación 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 dilución 1:2, presentó diferencias claramente 

significativas respecto al control (*** p < 0,001), mostrando una menor actividad 

metabólica celular; únicamente cuando la dilución pasó 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 metabólica celular aumentó cuanto más diluidos se encontraban los 

materiales y mayor intervalo de tiempo de cultivo transcurría, especialmente dicho 

estudio evalúo 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 metabólica celular se veía claramente aumentada 

sin observarse diferencias significativas con el control, tampoco observó diferencias 

significativas con el control el estudio realizado por Khedmat y cols. (155), que analizó 

la actividad metabólica del MTA Angelus durante 14 días.  
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En el estudio de Rodríguez-Lozano y cols. (117), se  realizó una comparación entre MTA 

Angelus y TheraCal PT, exhibiendo ambos resultados similares de actividad metabólica 

a los obtenidos en nuestro estudio, no evidenciándose diferencias significativas en MTA 

Angelus al ser comparado con el control positivo; pero si observándose en TheraCal PT 

(*** p < 0,001) al realizar la comparativa con el grupo control, tanto en la forma sin diluir 

como en dilución 1:2.  

Por otro lado, existen estudios discordantes con los resultados expuestos por los autores 

anteriores, y que de igual modo tampoco siguen la línea obtenida en nuestra 

investigación, como el artículo de Küden y cols. (156), donde tanto MTA Angelus como 

TheraCal PT mostraron unas tasas de actividad metabólica celular significativamente 

menores que las observadas por el grupo control. No obstante, en consonancia con 

nuestro estudio sí que se observó una mayor actividad metabólica 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 medición de la 

actividad metabólica 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 medición de la absorbancia. Además, el estudio únicamente evalúo 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 ocurrió con el estudio de Panda y cols. (157), donde 

aunque el método empleado fue el MTT y los intervalos de tiempo analizados coinciden 

con los llevados a cabos en la presente investigación, los materiales únicamente se 

evaluaron sin diluir; y todos ellos, excepto TheraCal PT, disminuyeron su actividad 

metabólica con el tiempo, siendo este el único estudio observado donde TheraCal PT 

mostró una actividad metabólica superior a la evidenciada en MTA Angelus.  

En nuestra investigación, 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 dilución 1:4, siendo los valores equiparables a los del control.  

Actualmente, no existen estudios suficientes que evalúen la biocompatibilidad del 

nuevo Biodentine XP, únicamente se ha logrado comparar con la reciente publicación 

de Cassiano y cols. (138), quien empleó 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 además se comparó con la posible afectación del ácido lipoteicoico, concluyendo 

finalmente que todos los materiales empleados mantenían 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 físicas y biológicas del 

Biodentine frente al MTA (158), presentando ambos una actividad metabólica celular 

equiparable donde en la mayoría 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 realizó con materiales sin diluir.  

Otro estudio, realizado recientemente por Novotná y cols. (160), comparó Biodentine 

convencional y TheraCal PT,  en este caso en vez de DPSCs emplearon fibroblastos de 

ratón para llevar a cabo el cultivo, y tras 24 horas el ensayo de MTT reflejó como al ir 

disminuyendo la concentración de TheraCal PT los resultados eran cada vez más 

similares a los obtenidos con Biodentine, observándose una actividad metabólica 

significativamente reducida en las diluciones 1:1, 1:2 y 1:4, únicamente no se observó 

dicha diferencia cuando la dilución pasó a ser del 10%, no obstante dicho estudio para 

poder ser realmente comparado con el nuestro precisaría de un mayor número de 

intervalos de tiempo analizados, así 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 más estudios que analicen 

y comparen la actividad metabólica especialmente de Biodentine y sus nuevas formas 

comerciales, para poder realmente equiparar sus efectos a los del MTA. 

5.6. SOBRE LA MIGRACIÓN CELULAR  

El mecanismo de migración celular es un procedimiento complejo en el que participan 

múltiples factores de crecimiento, así como quimiocinas y esfingosinas, con el fin de que 

las DPSCs se movilicen a través de la matriz extracelular hasta el lugar de la lesión para 

lograr el cierre de la herida. Este proceso está 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 dañada, se ha probado la afectación que producen MTA 

Angelus, TheraCal PT y el nuevo Biodentine XP sobre la migración celular. Además, para 

una mejor simulación de las condiciones biológicas se llevaron a cabo diferentes 

diluciones, por un lado 1:1 para aquellos casos en los que el material está 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 múltiples los estudios que emplean la migración celular para evaluar la capacidad 

de cicatrización de las DPSCs cuando entran en contacto con otros materiales (119, 132, 

163, 164), y a pesar de que existen varias técnicas para su análisis (161), la mayoría de 

las investigaciones emplean la técnica de “woundhealing” (ensayo de herida). Sin 

embargo, Omidi y cols. (159), emplearon el sistema Transwell para analizar la capacidad 

de migración tras 24 horas de MTA Angelus, TheraCal LC, CEM y Biodentine, siendo los 

dos últimos materiales los que presentaron mejores resultados. 

En nuestro estudio se empleó técnica “woundhealing”, pudiéndose observar cómo al 

utilizar los materiales en dilución 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 único material que no presentó diferencias en su forma sin diluir; ya 

que tanto TheraCal PT como Biodentine XP cuando se encuentran en proporción 1:1 

muestran una reducción significativa en el porcentaje de herida abierta.  

Varias publicaciones recientes llevaron a cabo procedimientos metodológicos idénticos 

a los efectuados en la presente investigación, obteniéndose en los estudios resultados 

semejantes a los nuestros. Por un lado, Rodríguez-Lozano y cols. (117), al comparar MTA 

Angelus con TheraCal LC y TheraCal PT, tampoco encontró diferencias entre MTA 

Angelus y el control en ningún periodo de tiempo ni dilución; pero sí al comparar 

TheraCal PT sin diluir con el control, en los tres intervalos de tiempo, en cambio en 

nuestro estudio solo se observó a las 48 y 72 horas. Además, también reportaron una 

ligera reducción en la capacidad de cicatrización en la dilución 1:2, que no fue reportada 

ni en nuestro estudio, ni en el publicado por Sanz y cols. (118), que no llegó a evidenciar 

afectación en la capacidad de cicatrización cuando TheraCal PT se encontraba en 

dilución 1:2 y 1:4; evaluó también la capacidad de otros materiales como TheraCal LC, 



87 
 

que afectó negativamente a la migración celular, y de Biodentine, que presentó una 

respuesta positiva en los tres periodos de tiempo, reduciendo únicamente la capacidad 

de cicatrización a las 48 y 72 horas cuando se encontraba sin diluir, por lo que presentó 

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 

artículos que comparan materiales de VPT con el Biodentine convencional, como 

Manaspon y cols. (114), que comparó Biodentine con Dycal, ProRoot MTA y TheraCal LC, 

siendo los mejores resultados obtenidos para MTA y Biodentine. Siguiendo la misma 

línea, Tomás-Catalá y cols. (165), compararon el Biodentine con Neo MTA y MTA Repair 

HP, mostrando una clara superioridad el Biodentine, ya que logró el cierre de la herida 

de una forma significativamente más rápida que el MTA y el control, especialmente en 

dilución 1:2 y 1:4.  

De forma global los nuevos materiales empleados en terapia vital pulpar buscan la 

liberación 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 afectación en la cicatrización de heridas. 

5.7. SOBRE EL ANÁLISIS MORFOLÓGICO POR 

 INMUNOFLUORESCENCIA. 

La morfología celular representa un signo de ausencia o no de citotoxicidad, puesto que 

la presencia de elementos citotóxicos en los materiales dentales puede afectar a la 

integridad celular, y por ende provocar la contracción del citoesqueleto de actina, la 

aparición de núcleos picnóticos y una disminución de células adheridas (121, 166, 167). 

La tinción con faloidina es una técnica comúnmente utilizada para el análisis 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 núcleos celulares, usualmente se 

emplea la tinción DAPI (169), con el fin de obtener conclusiones sobre la influencia de 

los nuevos biomateriales sobre la morfología celular.  

En consonancia con lo obtenido en las mencionadas pruebas, en el caso de TheraCal PT 

sin diluir, se observó una menor presencia de células viables, sin embargo, este 

fenómeno fue mitigándose conforme fue aumentando la dilución de TheraCal PT.  
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La presencia de resina en la composición de TheraCal PT, podría ser el condicionante de 

estos resultados. De hecho, en estudios previos se ha podido comprobar que, aunque la 

evolución de TheraCal PT supera las propiedades biológicas de TheraCal LC no llega aún 

a las óptimas propiedades de Biodentine o MTA Angelus (117, 118). En ambos estudios 

el análisis de inmunofluorescencia evaluó la organización 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, morfología similar a fibroblastos y alto contenido de actina F, 

lo que indica una buena adhesión y diseminación 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 morfología 

aberrante y una organización citoesquelética reducida, particularmente en 

concentraciones más altas (1:1 y 1:2), lo que indica una citocompatibilidad deficiente. 

Aunque se observó cierta mejora en la adhesión y propagación celular con una dilución 

1:4, siguió siendo inferior a los otros materiales probados. La intensidad de la tinción 

con actina F en MTA Angelus y Biodentine confirmó su baja citotoxicidad y su capacidad 

para apoyar la unión y diferenciación celular, lo que los convierte en opciones óptimas 

para la curación de la pulpa (117, 118); en cambio, la adición 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 exhibió la mejor organización citoesquelética, seguido de 

TheraCal PT y Biodentine, mientras que TheraCal LC evidenció la biocompatibilidad más 

baja. Estos hallazgos enfatizan la importancia de seleccionar materiales bioactivos que 

promuevan la integridad de los filamentos de actina y la adhesión celular para garantizar 

una reparación/regeneración óptima del tejido pulpar en los procedimientos VPT (118). 

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

metodología similar a la empleada en nuestra investigación, para tratar de evaluar 
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mediante la técnica de inmunofluorescencia, distintas formas comerciales de MTA; tras 

su análisis, todas ellas exhibieron una morfología celular similar al control, al igual que 

ocurrió 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 morfología 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 Ghilotti y cols. (121), no 

evidenciaron cambios morfológicos en Biodentine 1:1 respecto al control,  y sin 

embargo, Bossù y cols. (170), tras el análisis de inmunofluorescencia realizado sobre 

células de sarcoma osteogénico humano (SaOS-2), evidenciaron una ligera alteración en 

la morfología celular, al realizar la comparativa entre Biodentine sin diluir y el grupo 

control, no siendo así cuando Biodentine se presentaba en dilución 1:4, ya que en tal 

caso los resultados presentaban una integridad citoesquelética similar al control; no 

obstante, estos últimos resultados coinciden con lo observado en la presente 

investigación, ya que cuando Biodentine se analizó en la concentración más baja (1:4), 

este presentó el mayor grado de similitud en cuanto a morfología celular al ser 

comparado con el control. 

5.8. SOBRE LA COMPOSICIÓN QUÍMICA DE LOS MATERIALES Y SU 

 RELACIÓN EN LA ADHESIÓN Y MORFOLOGÍA CELULAR.  

El comportamiento de las DPSCs en contacto con los materiales de estudio, así como la 

composición química presentada por dichos materiales, requiere de la precisión de la 

microscopia electrónica de barrido (SEM), ya que permite la observación de las 

microestructuras de los materiales, y además al emplearse de forma conjunta con EDX 

permite obtener información adicional acerca de la composición de los materiales (171), 

ambas características desempeñan un papel relevante en el análisis de la 

biocompatibilidad de los materiales, puesto que permiten la observación de las 

interacciones morfológicas 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 investigación, el 

análisis del SEM aportó información adicional acerca de la adaptación celular a la 

superficie de los materiales mediante filopodios celulares. Todos los materiales 

analizados presentaron células adheridas, aunque MTA Angelus fue quien mayor 

adhesión e interconexiones celulares mostró, seguido de Biodentine XP, y en menor 

medida de TheraCal PT, este último apenas evidenció células adheridas a la superficie 

de estudio. Estos resultados parecen asociados a la composición de los materiales, 

puesto que tras el análisis EDX principalmente se observó la destacada presencia de 

calcio, oxígeno y carbono en los materiales; siendo los iones calcio liberados por los 

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

En general, son varios los autores que han empleado la técnica de microscopía 

electrónica de barrido junto a la espectrometría 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 Tomás-Catalá 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 evidenció; a su vez el análisis EDX mostró en todos los materiales analizados 

elevados picos de calcio.  

Rodríguez-Lozano y cols. (117), observaron al igual que los autores anteriormente, 

mencionados elevados picos de calcio tras el análisis 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 Küden y cols. (156), quienes tras analizar 

dichos materiales reflejaron altos valores cálcicos en MTA Angelus pero bajos para 

TheraCal. No obstante, Rodríguez-Lozano y cols. profundizaron en el análisis de la 

adaptación celular sobre la superficie de los materiales mediante SEM y evidenciaron  

una gran adhesión celular sobre la superficie de MTA Angelus; en cambio cuando estos 

datos fueron comparados con TheraCal LC y TheraCal PT, el primero evidenció escasas 

células sobre su superficie estudiada, pudiendo evidenciar una situación de muerte 
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celular, sin embargo, TheraCal PT reflejó 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 adhesión a la superficie 

de los materiales mediante microscopía electrónica de barrido, si analizaron los 

componentes de los materiales mediante la técnica EDX. En la mayoría 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 días de cultivo en agua desionizada a 37ºC mostró 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 más alto de Ca2+ 

se observó 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 día y 28 días 

sobre fragmentos de dentina humana, como Biodentine presentó los valores más 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 máximo de ion calcio tras el EDX se observó en Biodentine XP 

con un porcentaje de 44,04%. 

Aun así tras los datos obtenidos con el ensayo SEM-EDX, hay que tener en cuenta que 

existen otros métodos analíticos complementarios que ayudan a distinguir picos de 

hidróxido de calcio y fases cristalinas en los materiales, como son el análisis de difracción 

de rayos X (XRD) y la espectroscopía de infrarrojo con transformadora de Fourier por 

reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) que han sido empleados en diversos estudios 

sobre materiales dentales, aportando información adicional sobre la estructura química 

y cristalina de los materiales, ayudando a determinar la biocompatibilidad de los mismos 

(171, 173, 175, 177). 

5.9. SOBRE EL ICP-MS 

La espectrometría 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 tóxicos en los tejidos del organismo; por lo que dicha técnica es 
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cada vez más empleada en el ámbito sanitario para intentar mejorar la biovigilancia 

celular (178).  

En este caso se empleó 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 liberación de iones calcio en todos los 

materiales estudiados, pese a ello, tras el ICP-MS se observó la mayor liberación 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 Rodríguez-Lozano y cols., donde 

tras la espectrometría de masas el mayor pico de calcio fue observado en TheraCal PT 

(117). 

En general, la capacidad de liberación de iones está 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 diferenciación 

de las células madre dentales (179). 

No obstante, la alta liberación de iones calcio estuvo acompañada a su vez de la notable 

presencia de iones silicio, cuyos picos fueron observados tanto en Biodentine XP como 

en MTA Angelus; Tomás-Catalá y cols. publicaron dos artículos donde comparan MTA 

Repair HP y NeoMTA Plus, con la forma convencional de Biodentine (165) y con MTA 

Angelus (176), ambos artículos evidenciaron tasas más elevadas de liberación de iones 

silicio en los últimos materiales testados, siendo Biodentine quien mayor liberación 

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

Además del calcio, el silicio, es uno de los oligoelementos más importantes del cuerpo 

humano, ya que participa en el proceso de mineralización y crecimiento óseo, por lo que 

con el fin de aprovechar sus características se ha incorporado, junto con los iones calcio, 

en numerosos biomateriales para potenciar su bioactividad, de modo que existen 

estudios que corroboran como la liberación de iones silicio por parte de los materiales 

estimula la diferenciación 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 



93 
 

convencional de Biodentine, y analizaron la posible presencia de elementos 

carcinógenos (plomo, cromo y berilio) y neurotóxicos (aluminio) en tejidos de cerebro, 

hígado y riñón de rata; concluyendo la ausencia de cantidades susceptibles de provocar 

daños toxicológicos (182). Una metodología similar fue seguida por Janini y cols. (183), 

quienes emplearon muestras renales de rata para analizar la presencia de acúmulos de 

metales procedentes de los elementos radiopacificadores de múltiples materiales 

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

En contraposición Jang y cols. (184), publicaron acerca de una comparativa entre MTA, 

BioAggregate y Biodentine donde tras el ICP-MS, Biodentine mostró niveles 

significativamente altos de arsénico, cobre, hierro, manganeso y zinc; pudiendo esto 

afectar a la citotoxicidad celular y a la decoloración del material. Sin embargo, no existen 

más informes que reporten resultados similares a estos, ya que como se ha observado 

a lo largo del análisis de la espectrometría, y como concluye Camilleri y cols. (185), tras 

analizar MTA Angelus, BioAggregate y Biodentine; los materiales dentales basados en 

silicato de calcio liberan cantidades mínimas de oligoelementos tóxicos, siendo en 

general materiales altamente biocompatibles. 

5.10. SOBRE LA APOPTOSIS CELULAR 

El análisis de la apoptosis y necrosis celular observada en las DPSCs tras su contacto con 

los materiales de estudio, se realizó a través de la citometría de flujo con la tinción 

Anexina V/7-amino-actinomicina, que permite diferenciar la apoptosis temprana y 

tardía de la necrosis celular, esto se debe a que las células apoptóticas tempranas 

expresan en la capa externa de la membrana plasmática, fosfatidilserina, un fosfolípido 

que 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 apoptóticas tardías como 

necróticas (186, 187).  

Las características 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 peróxido de hidrógeno (191) . 
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Así pues, en nuestra investigación, se empleó con el fin de analizar los valores 

producidos por ciertos materiales empleados en VPT, observándose como tras 

comparar los resultados del ensayo, Biodentine XP fue el material que mejores tasas de 

viabilidad celular evidenció, mostrando en todas las concentraciones datos muy 

próximos a los del control. En cambio, TheraCal PT, a pesar de expresar datos altamente 

aceptables, fue el material con mayor número de células apoptóticas; resultados que 

pueden estar asociados a la liberación de sustancias citotóxicas procedentes de la resina 

presente en el material. No obstante, los resultados de este ensayo siguen la línea 

observada tras el análisis de MTT y de la migración celular, donde TheraCal PT mostró 

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 

Rodríguez-Lozano y cols. (117), como por Sanz y cols. (118), cuyos resultados fueron 

prácticamente idénticos a los observados en nuestro estudio, donde la mayor viabilidad 

celular se logró en la forma más diluida de los materiales. En contraposición, existe un 

artículo publicado por Rodrigues y cols., que tras analizar los valores de 

apoptosis/necrosis celular producidos en presencia de MTA Plus y MTA Angelus en 

dilución 1:8 a las 24 horas de cultivo, observaron un ligero aumento significativo en el 

porcentaje de células necróticas en ambos materiales, lo cual puede estar asociado con 

alteraciones en el pH del medio, y que esto genere un estrés químico 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 reflejó un aumento significativo en el porcentaje de 

células apoptóticas en ambos periodos de tiempo. Además, también se observó como a 

las 48 horas ProRoot MTA presentó 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 mostró los mejores resultados del estudio, siendo este el material que 

presentó una mayor viabilidad celular y un menor número de células apoptóticas, 

especialmente a los 7 días. Sin embargo, no se llegaron a evidenciar diferencias 

significativas entre los intervalos de tiempo examinados.    

5.11. SOBRE LA LIBERACIÓN DE ROS 

El estudio de la liberación de especies reactivas de oxígeno se realizó con el fin de 

complementar los datos obtenidos tras el ensayo de apoptosis/necrosis celular; dichas 

especies tienen capacidad para generarse tanto de forma endógena, como a partir de 

interacciones con fuentes exógenas, como podrían ser los materiales de estudio, 

además son moléculas de señalización fundamentales en procesos como la apoptosis, 

proliferación 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 más elevados de ROS, 

que resultan en daños significativos a las estructuras celulares que pueden desembocar 

en muerte celular (195-197). 

El análisis de la producción de ROS en las DPSCs al entrar en contacto con los materiales 

estudiados, reflejó como Biodentine XP en todas sus diluciones expresó 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 

que en nuestra investigación Biodentine no mostró diferencias significativas con el 

control, en cambio los resultados obtenidos en su análisis difieren de los nuestros al 

comparar los valores obtenidos para TheraCal PT, en su investigación no se observaron 

diferencias significativas en las formas diluidas de TheraCal, no obstante, no se han 
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observado otros artículos 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 metodológicas que difieren de la presente investigación, ya que Bossù y 

cols. (170), a pesar de emplear el mismo indicador de estrés oxidativo, utilizaron para su 

cultivo células SaOS-2 y compararon los resultados obtenidos entre ProRoot MTA y 

Biodentine, concluyendo que aunque ambos materiales aumentaron la liberación de 

ROS, fue Biodentine quién mayor porcentaje evidenció. 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 tenían como objetivo la 

detección de proteínas carboniladas para medir el daño oxidativo acumulado, tras el 

estudio MTA Angelus expresó 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 fórmula comercial de Biodentine XP. 

5.12. SOBRE LA CAPACIDAD DE DIFERENCIACIÓN CELULAR 

El potencial de diferenciación osteo-odontogénico de las DPSCs en presencia de los 

materiales de estudio, se evaluó mediante la cuantificación de la expresión génica 

asociada tanto a la formación ósea como de dentina; para ello se empleó la técnica RT-

qPCR, que permite de un modo específico y extremadamente sensible, determinar el 

nivel de expresión de los genes diana (200, 201). Tras la cuantificación de los resultados, 

destacó principalmente la expresión altamente significativa de los genes fosfatasa 

alcalina (ALP) y sialofosfoproteína dentinaria (DSPP), por parte tanto de Biodentine XP 

como de MTA Angelus.  
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En cuanto a la fosfatasa alcalina, se trata de un marcador celular que se expresa en las 

etapas iniciales de la maduración de los osteoblastos y odontoblastos, por lo que ALP es 

considerado uno de los marcadores tempranos que aparece en las etapas iniciales de la 

diferenciación odontogénica, presentando un rol clave en la reparación y calcificación 

de los tejidos dentales dañados tras lesiones pulpares, ya que estimula al tejido pulpar 

para la formación de matriz dentinaria (174, 202). En la investigación actual, se puede 

observar principalmente a los 3 días una sobreexpresión significativa de ALP tanto para 

MTA Angelus como para Biodentine XP; en cambio a los 7 días únicamente 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 analizó el potencial de diferenciación de Biodentine 

XP, BIO-C Repair y Endosequence RRM Fast Set durante unos intervalos de 6 y 24 horas, 

evidenciando principalmente una regulación al alza significativa para ALP en el cultivo 

de celular que contenía el eluato de Biodentine XP, no obstante también destacó 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 remodelación como la formación ósea. 

La sialofosfoproteína dentinaria (DSPP), es considerada uno de los marcadores 

específicos más relevantes de los odontoblastos, expresándose inicialmente en los pre-

odontoblastos y en las células de la pulpa dental durante el proceso de desarrollo dental, 

por lo que está involucrada tanto en el proceso de diferenciación, como en la 

dentinogénesis primaria; a su vez DSPP es una proteína de matriz no colágena que 

aparece muy marcada en los odontoblastos maduros, siendo clave en la predicción del 

potencial de biomineralización (203, 205).  

En esta investigación, a los 3 días de cultivo de las células en presencia de Biodentine 

XP, se observa para DSPP el pico máximo de expresión en cuanto a los marcadores 

osteo-odontogénicos analizados. No obstante, a los 7 días, dicha expresión se vio 

disminuida, destacando en cambio una regulación 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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diferenciación. Un estudio publicado por Widbiller y cols. (204), empleó materiales 

como ProRoot MTA y Biodentine para realizar un cultivo tridimensional directo sobre 

DPSCs, tras el cual efectuaron el análisis de diferenciación celular analizando un periodo 

de tres semanas, en este caso tras 7 días de cultivo no se apreciaron diferencias 

significativas entre los materiales y el control, en cambio tanto a los 7 como a los 14 días 

se evidenció como ambos materiales promovieron la regulación altamente significativa 

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

Por otro lado, estudios como el de Koutrouli y cols. (203), tras evaluar el potencial de 

diferenciación tanto de MTA como de Biodentine, concluyeron al igual que en nuestro 

análisis y en el publicado por Sanz y cols. (118), como DSPP mostró valores de expresión 

significativamente amentados en comparación con MTA, especialmente a los 3 días de 

cultivo, concluyendo un mayor potencial de diferenciación celular por parte de 

Biodentine en comparación con MTA, ya que todos los marcadores investigados fueron 

altamente expresados por la forma convencional de Biodentine.  

Siguiendo la línea de estas investigaciones, Wang y cols. (206), estudiaron la capacidad 

de diferenciación celular producida por Biodentine al entrar en contacto con DPSCs de 

tres grupos de edad diferentes, finalmente evidenciaron como a pesar de existir una 

disminución de sus propiedades al entrar en contacto con los grupos de edad más 

avanzados, Biodentine continuó promoviendo de forma significativa la diferenciación 

osteo-odontogénica. 

5.13. SOBRE LA FORMACIÓN DE NÓDULOS CALCIFICADOS 

El potencial de inducción de mineralización 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 formación de puentes 

dentinarios ayudar a proteger la vitalidad de los tejidos pulpares dañados (207). Para 

evaluar dichas características, se empleó la tinción Alizarin Rojo S, que permite analizar 

de forma tanto cualitativa como cuantitativa la formación de nódulos calcificados (145, 

208).  

En la presente investigación, tras 21 días de cultivo se observaron valores 

significativamente elevados indicativos de una alta presencia de nódulos calcificados en 



99 
 

las DPSCs cultivadas junto a Biodentine XP, a su vez este fue el material que mayor 

intensidad colorimétrica presentó, en comparación con las células no tratadas y aquellas 

tratadas con MTA Angelus, TheraCal PT y OsteoDiff; hechos que parecen guardar 

relación con la cantidad de calcio presente en los materiales estudiados, ya que el 

contenido en calcio presente en los materiales está asociado con un mayor potencial de 

mineralización (209). 

La composición de los materiales, por tanto, juega un papel fundamental, ya que como 

se puede observar en la Tabla 1, Biodentine XP emplea como medio líquido el cloruro 

de calcio, y en cambio, MTA Angelus utiliza agua destilada; existen estudios que indican 

que el uso de CaCl2 es clave para una mayor liberación de iones calcio, ya que acelera la 

reacción de fraguado y mantiene un ambiente alcalino (209, 210). No obstante, a pesar 

de que se ha llegado a probar la adicción de CaCl2 junto a MTA, pudiéndose observar 

una mejora de sus propiedades, siguen siendo necesarios más estudios sobre la 

influencia del cloruro de calcio para establecer mayores conclusiones para su uso junto 

a MTA (211, 212).  

Así pues, actualmente, el potencial de mineralización está asociado a la rápida capacidad 

de liberación de iones calcio e hidróxido, junto a la estimulación de los depósitos de 

fosfato cálcico, siendo por tanto la capacidad de mineralización en los materiales 

bioactivos fundamental tanto para la cicatrización de los tejidos como para la formación 

de dentina reparativa (207, 213). 

En consonancia con los resultados obtenidos, existen múltiples investigaciones acerca 

de la capacidad para estimular la formación de nódulos calcificados por parte de ciertas 

células en presencia de materiales dentales. En su mayoría, los estudios coinciden 

señalando a Biodentine convencional como uno de los materiales de VPT con mayor 

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

Collado-González y cols. (216), efectuaron dicho ensayo durante 7, 14 y 21 días 

empleando como materiales de estudio MTA Angelus, Biodentine, TheraCal LC e IRM; 

tras 7 días el cultivo de Biodentine ya empezó a exhibir registros significativamente más 

elevados que el resto, tras culminarse el estudio a los 21 días, se evidenció la mayor 

diferencia respecto al resto de materiales. Estos resultados siguen la línea 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 días, Biodentine mostró los 

resultados con mayores diferencias significativas acerca del potencial de mineralización. 

Por tanto, se puede concluir que tras 21 días de cultivo la tinción con rojo Alizarin S 

refleja resultados concluyentes en cuanto a formación de nódulos calcificados. En 

nuestro estudio, además del alto pico de mineralización observado en Biodentine XP, 

destacó como MTA Angelus a pesar de mostrar valores próximos a TheraCal PT, fue 

superado por este último en cuanto a potencial de mineralización, datos que contrastan 

con lo observado por Rodríguez-Lozano y cols. (117), donde MTA Angelus superó 

ligeramente los resultados de TheraCal PT. No obstante, existen múltiples estudios que 

destacan la capacidad de MTA Angelus para estimular la formación de depósitos de 

calcio favoreciendo así 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 diferenciación celular 

como en su capacidad de mineralización. Sin embargo, al igual que ocurrió con los 

ensayos de biocompatibilidad, es necesaria la presencia de mayor bibliografía acerca de 

Biodentine XP para una comparación directa con los hallazgos de esta investigación.  

5.14. LIMITACIONES DEL ESTUDIO 

La presente investigación 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 parámetros que se encuentran en el medio oral, a pesar de que se 

han tratado de simular de la manera más precisa posible en el ámbito experimental, 

empleando diferentes diluciones de los materiales para simular los distintos espesores 

dentinarios; la concentración 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 único en cada situación dental, hecho que el 

método científico 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 divulgación científica de estos resultados. 

Otro aspecto para considerar es el exclusivo análisis de las propiedades biológicas 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 físico-químicas de los materiales 

empleados en la terapia pulpar vital, especialmente sobre los nuevos materiales, como 

es el caso de Biodentine XP. Así pues, también es necesaria bibliografía que analice la 

posible afectación sobre las posteriores restauraciones finales que se lleven a cabo, y su 

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

Por otro lado, una limitación igualmente relevante en este estudio fue la dificultad para 

obtener evidencia científica con la que comparar nuestros resultados, sobre todo en lo 

que a Biodentine XP se refiere, ya que únicamente se pudo comparar con un artículo 

recientemente publicado donde analizaron tanto viabilidad celular (ensayo XTT) como 

capacidad de diferenciación celular (RT-qPCR). Ningún autor hasta el momento ha 

analizado su comportamiento en ensayos de migración celular, inmunofluorescencia, 

SEM-EDX, ICP-MS, apoptosis celular, ni acerca de su potencial para la formación de 

nódulos calcificados. En cambio, sí existe evidencia de dichos ensayos en publicaciones 

de otros autores acerca de MTA Angelus y TheraCal PT. 

Por lo que, esta investigación se trata de uno de los primeros estudios que analizan las 

propiedades biológicas tanto de biocompatibilidad y bioactividad del nuevo Biodentine 

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

5.15. PERSPECTIVAS FUTURAS 

Tras el análisis 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 análisis in vitro. La principal 

línea de investigación a seguir sería la realización 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 más próximas a las observadas en el ser 

humano. 
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6. CONCLUSIONES 

Una vez concluida la presente investigación y analizada la bibliografía existente, los 

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

forma general mejoran las propiedades biológicas y el potencial de mineralización de las 

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

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

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

que expresó resultados ligeramente inferiores en cuanto a biocompatibilidad y 

bioactividad.  

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

específicas: 

 La mayor viabilidad celular fue observada en las formas más diluidas de los 

materiales, y en los intervalos de tiempo más prolongados, siendo 

principalmente MTA Angelus y Biodentine XP quienes evidenciaron los valores 

más similares al control. Del mismo modo, la velocidad de migración celular fue 

mayor en MTA Angelus, seguida de Biodentine XP y TheraCal PT.  

 El análisis acerca de la morfología celular reflejó un menor número de células 

presentes junto a TheraCal PT, en cambio tanto MTA Angelus como Biodentine 

producen en las células morfologías celulares semejantes al control.  Todos los 

materiales presentaron células adheridas sobre la superficie de estudio, siendo 

TheraCal PT el material que menor número exhibió. 

 La espectrometría sobre la composición de la superficie de los materiales, 

mostró elevados valores de calcio en todos los materiales, destacando el alto 

contenido en Biodentine XP, hechos coincidentes con los datos observados tras 

la liberación de iones por parte de los materiales, liberando todos 

principalmente calcio, silicio y azufre.  

 Los porcentajes más 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 expresión de los marcadores ALP y DSPP, 

por lo que tienen capacidad para inducir la diferenciación osteo-odontogénica y 

favorecer la reparación de los tejidos dañados; especialmente Biodentine XP 

mostró altos valores de DSPP, observándose a su vez una marcada deposición de 

nódulos calcificados en presencia de Biodentine XP en comparación con el resto 

de grupos. 

 El alto contenido en calcio presente en los materiales de estudios, muestra 

relación con las óptimas propiedades evidenciadas acerca de la 

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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